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RESUMEN 
Hoy en día el reemplazo de piezas dentales se lleva a cabo mayoritariamente con implantes 
dentales del tipo endoóseo de titanio comercialmente puro. A pesar de su elevada tasa de 
éxito, existen problemas de fracaso de los mismos.  
Una de las causas de fracaso más comunes en los implantes dentales es debido a la 
colonización bacteriana y posterior formación de biofilm sobre el sellado biológico del 
implante, provocando su deterioro y seguidamente la pérdida del implante.  
En el presente proyecto se intenta evitar la formación de este biofilm bacteriano sobra la 
zona del cuello del implante y para ello se ha incorporado óxido de cinc sobre su superficie. 
El óxido de cinc presenta un amplio rango de acción antibacteriana de manera que es capaz 
de afectar a las cepas bacterianas presentes en el medio bucal.  
El estudio realizado ha sido basado en la electrodeposición de óxido de cinc sobre titanio. 
Como caracterización superficial de las muestras tratadas han sido utilizadas técnicas como 
SEM-EDS, ángulo de contacto, difracción por rayos X y Microscopía óptica interferométrica.  
Los estudios biológicos han sido divididos en dos apartados. Por un lado, ha sido realizado 
el test de Lactato Deshidrogenasa (LDH) para determinar la citotoxicidad de las muestras, 
mediante fibroblastos humanos. Por otro lado, ha sido estudiado el efecto antibacteriano de 
los discos a partir de ensayos de adhesión bacteriana. Las cepas bacterianas que han sido 
utilizadas corresponden a Streptococcus sanguinis y Lactobacillus salivarius, las cuales 
están presentes en el medio bucal. 
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INTRODUCCIÓN 
1.1.- OBJETIVOS DEL PROYECTO 
1. Desarrollo de un tratamiento superficial para aportar propiedades antibacterianas a la 
superficie del titanio. 
2. Disminuir la adhesión bacteriana sobre implantes dentales para aumentar su éxito. 
Las técnicas utilizadas para cumplir los objetivos anteriores son: 
 Caracterización mediante Tof-SIMS (Time of Flight Secondary Ion Mass 
Spectroscopy), SEM (Scanning Electron Microscopy), EDS (Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy) y XRD (X-Ray Diffraction) de la presencia de óxido de cinc sobre la 
superficie del titanio. 
 Caracterización mediante ángulo de contacto e interferómetro de la superficie del 
titanio. 
 Ensayo de adhesión bacteriana para determinar la disminución de bacterias sobre la 
superficie del titanio tratado. 
 Ensayo de citotoxicidad de la superficie del titanio tratado. 
1.2.- ALCANCE DEL PROYECTO 
El presente proyecto puede dividirse en varios capítulos importantes: 
1. Capítulo 1. Estado del arte: relato del pasado y del presente de los implantes 
dentales junto con la problemática que intenta solucionar el proyecto realizado. 
2. Capítulo 2. Fundamentos teóricos: conjunto de los requerimientos teóricos 
necesarios para entender las diferentes técnicas empleadas en el proyecto realizado. 
3. Capítulo 3. Materiales y métodos: descripción del material y de los procesos 
empleados para la realización de los ensayos y técnicas de caracterización 
empleados en el presente proyecto. 
4. Capítulo 4. Resultados y discusión: conjunto de los resultados de los ensayos 
dirigidos y de la caracterización superficial del titanio tratado. 
5. Conclusiones: conclusiones generales del proyecto realizado. 
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CAPÍTULO 1:  ESTADO DEL ARTE 
1.1.- HISTORIA DE LA IMPLANTOLOGIA DENTAL 
La primera prótesis de la que se tiene constancia tuvo lugar en el poblado de Faid Souard, 
en Argelia. El cráneo encontrado era de una mujer joven y presentaba un fragmento de 
falange de un dedo introducido en el alvéolo del segundo premolar superior derecho. 
Los restos antropológicos más remotos de implantes dentales colocados “in vivo” son los de 
la cultura maya. El arqueólogo Popenoe, en 1931, descubrió en la Playa de los Muertos de 
Honduras una mandíbula, que data del año 400 d.n.e., con tres fragmentos de concha 
introducidos en los alvéolos de los incisivos. Los estudios radiológicos determinaron la 
formación de hueso compacto alrededor de los implantes, haciendo suponer que dichos 
fragmentos se introdujeron en vida. 
En el siglo X, el andaluz islámico Abulcasis, nacido en 936 en Córdoba, escribe “En alguna 
ocasión, cuando uno o dos dientes se han caído, pueden reponerse otra vez en los alvéolos 
y unirlos de la manera indicada (con hilos de oro) y así se mantienen en su lugar. Esta 
operación debe ser realizada con gran delicadeza por manos habilidosas”. Esto es, ni más ni 
menos, la perfecta descripción de un reimplante dentario. 
La implantologia dental moderna inicio realmente con la publicación de los trabajos de 
Brǻnemark en 1965 introduciendo el concepto de osteointegración. Este descubrimiento se 
aplicó posteriormente a un revolucionario sistema de implantes, validado en la Universidad 
de Goteborg con estudios preclínicos y clínicos de larga duración. 
Hoy en día, el tratamiento con implantes dentales en pacientes se considera un 
procedimiento quirúrgico prostodóncico predecible. Las mayores exigencias implantológicas 
y los continuos avances experimentados en este campo han permitido el desarrollo y el 
perfeccionamiento de los implantes, aditamentos protésicos y procedimientos quirúrgicos, 
así como las técnicas de regeneración ósea y la manipulación de tejidos blandos, mejorando 
con ello las condiciones de recepción de los implantes y su posterior mantenimiento [1]. 
1.2.- IMPLANTES DENTALES 
1.2.1.- DESARROLLO DEL IMPLANTE DENTAL 
Los implantes ayudan a restaurar la boca que tiene pocos o ningún diente restaurable. Los 
implantes dentales están reemplazando poco a poco a los dientes postizos utilizados por 
algunas personas, ya que proveen muchas ventajas sobre las dentaduras postizas 
tradicionales [2]. 
De acuerdo con la Academia Americana de Prostodoncistas de Implantes (American 
Academy of Implant Prosthodontics), los implantes ayudan a [3]: 
 Reducir el movimiento de las dentaduras postizas, los puentes y, o las coronas. 
 Facilitar la masticación adecuada.  
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 Brindar soporte y estabilidad mejorada para las dentaduras postizas removibles o los 
puentes fijos. 
 Acercarse a la "sensación" de dientes naturales mejor que las dentaduras postizas. 
1.2.2.- ESTABILIDAD DEL IMPLANTE 
La estabilidad primaria del implante es crítica en la obtención de éxito de la oseointegración. 
Los principales contribuyentes a la estabilidad inicial del implante se han sugerido en ser la 
longitud del implante, el diámetro, textura de la superficie, y configuración de la rosca [4]. 
Estabilidad primaria del implante en el hueso mandibular denso, medida con análisis de 
frecuencia de resonancia, fue similar a la estabilidad del implante medido después de 3-4 
meses. Sin embargo, la estabilidad inicial puede ser significativamente menor en huesos de 
baja densidad que aumenta el riesgo de fracaso. Aunque la densidad ósea y la cantidad son 
factores locales y no se puede controlar, el diseño del implante y la técnica quirúrgica puede 
ser adaptada a la situación específica del hueso para mejorar la estabilidad inicial del 
implante. Mientras que diferentes diseños de implantes han demostrado similares 
estabilidades iniciales en hueso denso, la estabilidad del implante en hueso blando de baja 
densidad puede ser influenciado por el diseño del implante [4]. 
1.2.3.- TIPOS DE IMPLANTES DENTALES 
Cuatro grandes categorías de implantes fueron definidas e identificadas [5]: 
 Los implantes endoóseos 
 Los implantes yuxtaóseos o subperiosticos 
 Los implantes transóseos 
 Los implantes endodónticos 
1.2.3.1.- IMPLANTES ENDOOSEOS 
Los implantes endoóseos son introducidos en el hueso alveolar. Son los más utilizados en 
nuestros días y se pueden presentar con 3 formas diferentes: y se presentan normalmente 
con la forma de tornillo, cilindros o láminas. Con los actuales conocimientos en 
implantología, se debe considerar los implantes endoóseos en forma de láminas como un 
proceso obsoleto [5]. 
 Tornillos: se enroscan en el lecho óseo, presentan elementos retentivos para la 
fijación inicial del hueso. 
 Cilíndricos: dependen de un acondicionamiento de la superficie que proporciona 
retención microscópica y unión del hueso. 
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Fig. 1.2-1 Ejemplo de implante dentale endoóseo 
Una prótesis dental está formada principalmente por el implante dental, el pilar de la prótesis 
y la corona del diente artificial (corona protésica). 
 
Fig. 1.2-2 Partes de una prótesis dental 
El implante dental es la parte de la prótesis dental que se encuentra introducida en el interior 
del hueso. Suele tener aspecto de tornillo y se diferencian las siguientes partes [6]: 
 
 Cuello: porción superior 
 
 Cuerpo: porción intermedia 
 
 Ápice: parte inferior del tornillo 
 
Por encima del implante se encuentra el pilar, siendo la porción 
del implante que sostiene la prótesis diferenciando los siguientes 
tipos [6]: 
 Pilar para atornillado: tornillo o rosca para fijar la prótesis 
 Pilar para cementado: muñón al que corona un puente 
 Pilar para retenedor: anclaje que soportara una prótesis removible 
Fig. 1.2-3 Partes de un 
implante dental 
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Fig. 1.2-4 Tipos de pilares de implantes dentales 
1.2.3.2.- IMPLANTES YUXTAOSEOS O SUBPERIOSTICOS 
Éstos se colocan en la parte superior de la mandíbula con una estructura metálica que 
sobresale en la encía para sostener la prótesis. Este tipo de implantes se utilizan para los 
pacientes que no pueden usar dentaduras postizas convencionales y que tienen una altura 
ósea mínima. Aunque se ha relacionado con una mayor tasa de fracaso y la cirugía suele 
ser más traumática ya que se expone una mayor cantidad de hueso [7]. 
 
Fig. 1.2-5 Esquematización de un implante subperiostico [7]. 
 
1.2.3.3.- IMPLANTES TRANSOSEOS 
Estos implantes ya no se usan debido a que necesitan una cirugía extraoral para su 
colocación lo que se traduce en anestesia general, hospitalización y mayores costos. Estos 
implantes son colocados únicamente en mandíbula y asegurados en el borde inferior del 
mentón por medio de placas de hueso. Originalmente fueron diseñados para tener un 
sistema de implantes seguro aún para mandíbulas inferiores con mucha resorción  [8]. 
1.2.3.4.- IMPLANTES ENDODONTICOS 
Los implantes endodónticos son postes metálicos que se colocan dentro de la raíz y se 
extienden por fuera de ella hasta el tejido oseo a fin de aumentar la proporción corono-
radicular. Esta incrementación da a la pieza dentaria una mejor estabilidad en el arco y 
permitir una mayor resistencia funcional [9]. 
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1.3.- TITANIO COMO MATERIAL EN IMPLANTES DENTALES 
1.3.1.- TITANIO COMERCIALMENTE PURO 
Gracias a sus propiedades ventajosas y su precio atractivo el titanio comercialmente puro es 
el metal ideal para la construcción de estructuras metálicas en prótesis y particularmente 
sobre implantes [10]. 
El Ti c.p. existe en varios grados, cuatro exactamente, los cuales tienen diferentes 
cantidades de impurezas tales como el carbón, hidrogeno, hierro, nitrógeno y oxígeno, y 
algunos grados modificados también contienen pequeñas adiciones de paladio o de níquel-
molibdeno [11]. 
Los cuatro grados del titanio comercialmente puro son determinados por las normas 
internacionales ASTM F67-06 y por el contenido de elementos intersticiales: a mayor 
cantidad de intersticiales el grado aumenta, significando que el grado 1 es el más puro y el 
grado 4 el que tiene mayor cantidad de impurezas [12][13]. 
 
c.p-Titanio Fe max. O max. N max. C max. H max. Ti 
Grado I 0,2 0,18 0,03 0,1 0,125 Balance 
Grado II 0,3 0,25 0,03 0,1 0,125 Balance 
Grado III 30 0,35 0,05 0,1 0,125 Balance 
Grado IV 0,5 0,4 0,05 0,1 0,125 Balance 
Tabla 1.3-1 Clasificación del Ti c.p. según su composición química en % en peso [10]. 
El contenido en elementos intersticiales del titanio comercialmente puro controla sus 
propiedades mecánicas, es decir que cada grado del Ti c.p. tiene sus propias características 
mecánicas, todas adecuadas por el uso del material en implantes dentales. 
Se puede observar que a mayor cantidad de elementos intersticiales mayores son la tensión 
a la rotura y el límite elástico, pero menor es la aptitud a deformarse sin fractura. 
Grado 
ASTM 
Tensión a la rotura 
(MPa) 
Limite elástico 
(MPa) 
Alargamiento 
(%) 
Reducción área 
(%) 
Grado 1 240 170-310 24 30 
Grado 2 345 275-450 20 30 
Grado 3 440 380-550 18 30 
Grado 4 550 480-655 15 25 
Tabla 1.3-2 Propiedades mecánicas del Ti c.p. [12][11]. 
Las propiedades mecánicas del titanio comercialmente puro restringa su uso casi solamente 
en implantes dentales o recubrimientos porosos [14]. 
1.3.1.1.- PROPIEDADES FISICAS Y MECANICAS 
Como notado previamente las propiedades mecánicas del titanio comercialmente puro 
varían con el grado del material pero también con los procesos de conformación y térmicos 
que tienen lugar durante la fabricación del implante. 
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Un implante dental, además de ser biocompatible, se debe de cumplir varios requerimientos 
mecánicos con el fin de soportar las fuerzas ejercidas sobre ello. Esos requerimientos 
corresponden particularmente a la tensión a la rotura y a la elasticidad, cuyos valores 
presentados en la Tabla 1.3-3. son bastante elevadas para resistir las cargas impuestas por 
la boca durante la masticación, así que la resistencia específica y la resistencia a la fatiga 
[14]. 
El titanio comercialmente puro presenta como ventaja en su utilización para implantes 
dentales su módulo de elasticidad de 110 GPa, es decir la mitad de lo las aleaciones de 
cobalto (220-234 GPa) o de los aceros inoxidables (200-210 GPa). Siendo que el módulo de 
Young del hueso es de 20 GPa es claro que el titanio es más compatible elásticamente con 
el tejido natural que los otros dos materiales. Es un punto esencial a tener en cuanto para el 
diseño de un implante dental al considerar la transmisión de las fuerzas ejercidas sobre el 
implante en el hueso [14]. 
Se debe también considerar las cargas cíclicas aplicadas sobre el implante dental durante 
su vida en servicio y pues considerar su resistencia a la fatiga. Mediante ensayos de fatiga 
por torsión y por flexión rotativa se establece que el titanio y sus aleaciones, así que el 
cromo-cobalto forjado, tienen una resistencia a la fatiga similar [14]. 
Por fin el titanio comercialmente puro y sus aleaciones poseen una densidad dos veces 
inferior (4500 kg/m3) en comparación a la de los otros biomateriales generalmente 
empleados como las aleaciones de cromo-cobalto (8500 kg/m3) o los aceros inoxidables 
(7800 kg/m3), de ahí su alta resistencia específica [12]. 
En la tabla siguiente son presentadas las propiedades físicas generales del titanio 
comercialmente puro: 
 
Tabla 1.3-4 Propiedades físicas generales del Ti c.p. [10]. 
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1.3.1.2.- RESISTANCIA A LA CORROSION 
El titanio comercialmente puro es más utilizado que las otras aleaciones de titanio cuando se 
requiere una alta resistencia a la corrosión, especialmente en aquellos casos en los que no 
es necesaria una alta resistencia mecánica, como en el caso de los implantes dentales [11]. 
El titanio es muy reactivo con el oxígeno, el nitrógeno y el carbono: en tiempos de 
nanosegundos se forma una capa de óxido por adsorción, es decir por oxidación superficial,  
pasiva y estable. De hecho el titanio siempre está recubierto de una capa de óxido (Ti3O, 
Ti2O, Ti3O2, TiO, Ti2O3, Ti3O5, TiO2) de aproximadamente 100 Å de espesor. El más estable 
es el TiO2 con el Ti en estado de oxidación +IV. La capa obtenida protege el titanio de la 
corrosión, pero también de reacciones químicas y biológicas in deseables [12][10]. 
Todo ello justifica su uso en ambientes altamente corrosivos, y en particular hace del titanio 
comercialmente puro y sus aleaciones los metales más adecuados para la fabricación de 
implantes quirúrgicos [13]. 
1.3.2.- TITANIO COMO BIOMATERIAL 
Existen un sinfín de metales y aleaciones pero son muy pocos los que pueden ser utilizados 
como biomateriales. El cuerpo presenta un ambiente corrosivo, por lo cual un biomaterial 
debe ser resistente a la corrosión. Además de poseer esta característica se necesitan 
algunas propiedades mecánicas para que un metal pueda ser utilizado en implantes en el 
cuerpo. 
El titanio comercialmente puro es uno de los materiales más compatibles con el cuerpo 
humano y sus propiedades tales como dureza y resistencia lo hacen el material ideal en una 
gran variedad de aplicaciones médicas.  
En algunas ocasiones cuando algún órgano o tejido sufre de alguna enfermedad o condición 
que mal funcionamiento y degeneración estructura que pueden ser aliviados por 
implantación de prótesis con el objetivo de restaurar la funciones del organismo: es aquí 
donde el titanio entra en acción [15]. 
Como dicho previamente el titanio comercialmente puro es excepcionalmente tolerado por el 
organismo. La biocompabilidad es la habilidad de un material de actuar con una adecuada 
respuesta al huésped [13][16]. 
Además el titanio tiene una mayor resistencia a la corrosión y una mayor biocompabilidad 
que otros metales utilizados en la fabricación de implantes (aceros inoxidables, aleaciones 
de base cobalto) [16]. 
Pues el titanio es un excelente biomaterial. Sin embargo no se puede considerar como el 
biomaterial perfecto. En efecto, a pesar de ser biocompatible, no es bioactivo: en efecto no 
es capaz de interaccionar directamente con el hueso con el fin de crear enlaces fuertes 
interfaciales entre él y el tejido circundante. 
1.3.3.- BIOCOMPABILIDAD Y OSTEOINTEGRACION DEL TITANIO 
Podemos definir la osteointegración como la unión directa entre el hueso vivo y la superficie 
del implante dental cargado funcionalmente.  
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Cuando esta se ha producido, las células óseas del hueso que rodea al implante dental 
insertado se unen estructural y funcionalmente a este. 
El periodo durante el cual los implantes se "integran" al hueso en el que se implantaron tiene 
una duración de entre 2 y 5 meses. 
Dependiendo de la técnica que se realice, la prótesis sobre implantes puede: 
 Colocarse inmediatamente después de la cirugía de implantes dentales 
 O precisará de un tiempo para dejar que los implantes se integren en el hueso. 
Durante este periodo los implantes dentales no pueden ser sometidos a ningún tipo 
de carga o presión [17] 
En el caso del titanio, la cápsula de tejido blando que se genera sobre el implante es 
prácticamente inapreciable. Este comportamiento se conoce como osteointegración y es lo 
que caracteriza al titanio [18]. 
1.4.- IMPLANTES DENTALES DE TITANIO 
El biomaterial seleccionado para la fabricación de implantes dentales debe de satisfacer las 
siguientes propiedades [18]:  
 Biocompatibilidad: capacidad de un biomaterial de realizar su función respecto a 
la terapia médica sin hacer ningún efecto indeseable a nivel local o sistémico en 
el paciente. No obstante debe de generar una respuesta celular y tisular 
apropiada y beneficiosa optimizando la ejecución clínica de la terapia.  
 Inerte: no tóxico y no biológicamente activo, de manera que no provoca 
reacciones adversas en el tejido.  
 Osteointegración.  
 Biofuncionalidad (adecuadas propiedades mecánicas).  
 Resistencia a la corrosión.  
 Procesabilidad.  
 Disponibilidad.  
 
Estos implantes dentales son principalmente fabricados por titanio comercialmente puro (Ti 
c.p) y/o aleaciones de éste. El titanio c.p. también se usa en tornillos y placas pequeñas de 
osteosíntesis. El uso del titanio se debe principalmente a sus propiedades mecánicas, su 
alta resistencia a la corrosión y su excelente biocompatibilidad. 
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1.5.- EL SELLADO BIOLOGICO 
La raíz dental está formada de una amplia variedad de tejidos. Estos tienen dos funciones 
concretas, las cuales les dan el nombre, periodonto de protección, únicamente formado por 
la encía, y periodonto de sustentación, constituido por el ligamento periodontal, el cemento y 
el hueso. En la interface hueso e implante, el implante se une directamente al hueso ya que 
el ligamento periodontal, el cemento y las células progenitoras de estos tejidos se extraen 
durante la cirugía [19]. 
   
Fig. 1.5-1 Esquematizacion de la raiz dental y el periodonto (a la izquierda) y de la encía (a la 
derecha). 
Además, la encía se divide en cuatro tipos de tejidos diferentes: tejido epitelial oral, tejido 
epitelial de surco, tejido epitelial de unión y tejido conjuntivo o inserciones conjuntivas, ver 
Figura 3. El tejido epitelial de unión se une al diente o al implante dental mediante la unión 
directa de las células a la superficie. El tejido formado alrededor del diente y el cuello del 
implante está constituido por láminas densas de colágeno recubierta del epitelio oral 
estratificado, escamoso y queratinizado, formando el sellado biológico. Se denomina sellado 
biológico porque se forma una barrera que impide la entrada de bacterias, iones, proteínas, 
restos alimenticios, etc. al hueso. La formación del sellado biológico es un proceso similar a 
la cicatrización de la piel, en el cual hay un incremento de expresión de la fibronectina y un 
estímulo de los queratinocitos [20][19]. 
1.6.- PROBLEMAS EN LOS IMPLANTES DENTALES 
Las piezas dentales naturales pueden sufrir enfermedades periodontales, como la gingivitis 
(inflamación sin pérdida de los tejidos de soporte) o la periodontitis (inflamación con 
destrucción de tejido). Análogamente, en los implantes dentales se han observado fallos o 
complicaciones debidas a pérdida del sellado biológico por falta de adhesión celular o a 
infecciones de los tejidos adyacentes. Estas causas pueden desencadenar una migración 
del epitelio de unión, seguida del desarrollo de bolsas peri-implantares adyacentes, conocido 
generalmente como peri-implantitis [21]. 
Los fallos tempranos debidos a infecciones se pueden deber a infecciones durante la cirugía 
o insuficiente cuidado y/o mantenimiento en el postoperatorio. Por otro lado, se encuentran 
los fallos tardíos debidos a infecciones que se presentan después de un año de la 
colocación del aditamento transmucoso [21]. 
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1.6.1.- COLONIZACIÓN BACTERIANA 
La colonización microbiana del esmalte o de la superficie del implante está siempre 
precedida de la adsorción de una película adquirida, donde los componentes principales 
provienen de la saliva y el exudado gingival. La adhesión inicial sobre el sustrato se realiza 
por unas cepas bacterianas concretas, conocidas como bacterias pioneras o colonizadores 
primarios. Las bacterias inicialmente adheridas proliferan hasta formar una capa, sobre la 
cual se adherirán otras cepas bacterianas.  
El mecanismo que regula la adhesión bacteriana al sustrato se divide en dos fases. Una 
primera fase reversible donde la bacteria sufre la influencia de fuerzas de repulsión 
electroestática y fuerzas atracción de tipo Van der Waals, con una fuerza resultante que 
mantiene a las bacterias a una cierta distancia del sustrato. En la segunda fase irreversible, 
se forma un enlace entre la bacteria y el sustrato por interacciones electrostáticas (puente 
entre una carga negativa de la bacteria y una positiva de la película adquirida), hidrófobas y 
específicas (interacciones tipo ligando-receptor o enzima-sustrato) [19]. 
1.7.- ESTRATEGIAS PARA EVITAR LA COLONIZACIÓN BACTERIANA 
Las propiedades superficiales de los implantes influyen en la adhesión y proliferación 
bacteriana. Por ello se pueden encontrar diversas estrategias para reducir las enfermedades 
peri-implantarías, a continuación se enumeran algunas de ellas:  
 Introducción de agentes antimicrobiales [22]:  
- Agentes antimicrobiales orgánicos: son capaces de afectar al metabolismo de las 
bacterias, inhibir el desarrollo del biofilm y su maduración. Forman parte de ellos la 
clorohexidina, hexetidina, delmopinol, fluoruro de amina, triclosan, componentes fenólicos 
entre otros.  
- Agentes antimicrobiales inorgánicos: son incluidos en la superficie del titanio iones tales 
como flúor, plata, zinc.  
La plata es capaz de inhibir la síntesis del DNA de la bacteria debido a su unión directa con 
éste y el zinc es capaz de potenciar los agentes antisépticos sobre las bacterias. 
 Utilización de colutorios que contienen elementos en suspensión como la 
clorhexidina o fluoruro de amina que afectan al metabolismo de las bacterias, inhiben 
el desarrollo del biofilm y su maduración [20].  
 Formación de capas cristalinas de anatasa en la superficie de titanio que reducen la 
adhesión bacteriana afectando a su metabolismo [21].  
 Recubrimientos de la superficie con gentamicina. Actualmente se ha utilizado en 
estudios clínicos en aplicaciones ortopédicas. También existen estudios de 
recubrimientos poliméricos de base ácido poliláctico obtenidos por evaporación del 
solvente. Estas capas, de unos 30 μm de grosor, contienen antibióticos y antisépticos 
que se liberan durante un periodo determinado [21].  
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 Biofuncionalización con polímeros biodegradables, como el quitosano, o péptidos 
antibacterianos, por ejemplo el péptido de catelicidina LL-37 que además puede 
estimular la proliferación de queratinocitos e inducir la angiogénesis [19]. 
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CAPÍTULO 2:  FUNDAMENTOS TEÓRICOS 
2.1.- FUNDAMENTOS DE ELECTRODEPOSICIÓN CATODICA 
La práctica de los depósitos electrolíticos es ampliamente utilizada industrialmente en el 
campo de los tratamientos de superficie y tiene muchas ventajas, incluyendo su velocidad 
de deposición alta y su amplia gama de aplicaciones ya que muchos tipos de metales y 
aleaciones se pueden utilizar. Entre ellos se encuentra el zinc discutido en este proyecto en 
el que estamos tratando de hacer un depósito de óxido de zinc ZnO en la superficie de los 
discos de titanio por electrodeposición catódica.  
2.1.1.- TEORIA 
Una celda electroquímica es un sistema heterogéneo constituido de dos conductores 
metálicos denominados electrodos y sumergidos en un baño denominado electrolito, y existe 
una diferencia de potencial entre los dos electrodos. 
Recordemos el principio general del depósito electrolítico. La muestra sobre la que realizar 
el depósito constituye el cátodo de montaje electrolítico y se llama también sustrato. Se 
bañó en una solución, el electrolito, que contiene iones metálicos de carga positiva Mn+. La 
polarización mediante un potenciostato de los electrodos causará una migración de los iones 
del ánodo hacia el cátodo, es decir hacia la muestra. El ion metálico es neutralizado por los 
electrones e- suministrados desde el cátodo y está depositado sobre la misma como un 
metal M de acuerdo con la reacción siguiente [23]: 
     Ecuación 2.1-1 
En la siguiente figura se puede ver la esquematización del principio de la electrodeposición 
catódica: 
 
Fig. 2.1-1 Esquematización del principio de la electrodeposición catódica 
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Varios parámetros afectan a la calidad y la velocidad de deposición [23]: 
 La concentración en iones del electrolito 
 Las proporciones relativas de sus constituyentes 
 La temperatura 
 La densidad superficial del corriente al cátodo 
 La natura y la calidad del cátodo o sustrato 
 El posicionamiento, la forma y la natura del ánodo 
 La geometría del conjunto 
La agitación magnética del electrolito desempeña un papel importante a fin de evitar el 
agotamiento de iones alrededor del cátodo. 
2.1.2.- APLICACIÓN CON EL OXIDO DE CINC 
En el presente proyecto se quiere obtener un depósito de óxido de cinc a la superficie de 
discos de titanio mediante el proceso de electrodeposición catódica, cuya teoría ha sido 
presentada en el punto precedente.  
En el montaje de trabajo, la muestra de titanio desempeña el papel del cátodo y una placa 
de platino totalmente inerte es empleada como cátodo. El electrolito utilizado es una 
disolución de nitrato de cinc Zn(NO3)2 en agua destilada a la concentración 0,1 M [24].  
Las reacciones que tienen lugar durante el proceso de electrodeposición son las siguientes 
[25]: 
1. Electroreducción de iones nitrato NO3- en iones nitrito NO2- que genera iones 
hidróxido OH- al cátodo: 
   Ecuación 2.1-2 
2. Precipitación de los iones de cinc Zn2+ con los aniones hidróxido OH- y 
deshidratación espontanea en óxido de cinc ZnO al cátodo: 
   Ecuación 2.1-3 
3. Reacción general de la electrodeposición catódica: 
   Ecuación 2.1-4 
 
2.1.3.- POTENCIOSTATO 
Un potenciostato es un instrumente electrónico que controla la diferencia de voltaje entre un 
electrodo de trabajo y un electrodo de referencia. Ambos electrodos están contenidos en 
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una celda electroquímica. El potenciostato implementa este control mediante la inyección de 
corriente en la célula a través de un auxiliar o contra electrodo, 
En casi todas las aplicaciones, el potenciostato mide el flujo de corriente entre el electrodo 
de trabajo y el contra electrodo. La variable controlada en un potenciostato es el potencial de 
la pila y la variable medida es la corriente de la célula. 
2.2.- FUNDAMENTOS DE ANODIZACIÓN 
La anodización u oxidación aniónica es un proceso electroquímico de formación de capas de 
óxido en la superficie del metal. 
La celda electroquímica se constituye de dos electrodos, el ánodo y el cátodo, sumergidos 
en un electrolito y entre cuales existe una diferencia de potencial. 
Como en el caso de la electrodeposición catódica ambos electrodos comparten el mismo 
electrolito. 
En el ánodo ocurre una reacción de oxidación y en el cátodo se produce una reacción de 
reducción. La reacción global del proceso es una reacción de óxido-reducción. 
En el caso del anodizado del titanio, la muestra de titanio constituye el ánodo y una placa de 
platino desempeña el papel de cátodo totalmente inerte. Una vez una diferencia de potencial 
impuesta entre los dos electrodos el titanio se oxida y el planito no sufre ningún tipo de 
reacción. Es porque se pone en el electrolito una especia reducible que va a reducirse 
durante el proceso de anodización. En nuestro caso se utiliza un electrolito con presencia de 
cationes Zn2+. 
Las reacciones que tienen lugar durante el proceso de anodización son: 
Oxidación:  
Ecuación 2.2-1 
Reducción: 
Ecuación 2.2-2 
2.3.- FUNDAMENTOS TEÓRICOS DE LAS TECNICAS DE 
CARACTERIZACIÓN SUPERFICIAL 
2.3.1.- FUNDAMENTOS DE ToF-SIMS 
El análisis por Tof-SIMS (Time of Flight Secondary Ion Mass Spectroscopy) es una técnica 
para el análisis fisicoquímico de una superficie. Se basa en la detección de partículas 
cargadas (iones secundarios) producidas bajo el efecto de los incidentes de bombardeo de 
iones (iones primarios). La naturaleza de los iones secundarios emitidos está íntimamente 
ligada a la de la superficie de la muestra. Además, los iones secundarios sólo pueden 
provenir de la superficie extrema (10 Å), que hace SIMS una de las técnicas más sensibles a 
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la superficie. El fenómeno SIMS es bastante general para analizar cualquier tipo de 
superficie, las únicas restricciones se refieren a las muestras que no sean compatibles con 
UHV (Ultra High Vacuum). SIMS aplicaciones son numerosas: análisis elemental, perfiles de 
profundidad molecular, imágenes de ion identificación química, etc… [26] 
Principio del análisis ToF-SIMS [26]: 
El impacto de un ion o molécula posando una energía de unos pocos keV produce la 
emisión de radiaciones y de partículas de diferentes naturalezas: fotones, electrones 
secundarios, partículas neutras (átomos y moléculas), iones secundarios características 
positivos y negativos característicos de la muestra. Estos se extraen y se analizan. Ellos 
representan sólo una fracción de las partículas emitidas. 
 Iones primarios: 
La energía de los iones primarios al origen de la emisión secundaria es entre 0,1 keV y 50 
keV. Los iones primarios incidentes provocan cascada de colisiones a una profundidad de 
varias decenas de angstroms (40 Å a 150 Å según la naturaleza del substrato y de los iones 
primarios). Esto fenómeno muy corto (10-11s a 10-12 s) de la energía requerida para la 
desorción de las partículas secundarias que están en la primera capa de la superficie 
atómica o molecular. Así el análisis Tof-SIMS es una de las técnicas más sensibles en la 
superficie (10 Å). 
 Regímenes estático y dinámico: 
La intensidad del haz de iones primario define dos tipos de análisis SIMS: 
- El SIMS "estático" con bajas intensidades primarias (Ip < 1nA/cm2), la pulverización 
("sputtering") de la muestra es muy pequeña (1 Å / h). Sólo una fracción de la 
primera capa molecular (o atómica) se consume durante el análisis. 
- El SIMS "dinámico" utilizando intensidades de corriente primario (Ip > 1 mA/cm²), la 
abrasión de la muestra por pulverización es entonces elevada (> 10 micras/h). 
Durante un análisis, la forma de onda de señal se monitoriza como una función de la 
penetración en el sustrato. Luego trazan para cada especie detectada un perfil de 
profundidad que muestra la evolución de la concentración de la especie en función 
de la profundidad. 
 SIMS molecular y SIMS elemental: 
La diferencia de velocidad de pulverización no es el único efecto de la intensidad del 
corriente primario. En efecto, en el régimen "estático", cada impacto de iones primario puede 
ser considerado como un evento independiente y aislado. La energía transferida a la 
superficie es bastante pequeña para desorber moléculas intactas o inducir poca 
fragmentación. Además, se emite poco material evitando la formación de plasma resultante 
en reordenamientos demasiados. Por lo tanto, es posible obtener información "molecular". 
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Fig. 2.3-1 Esquematización del principio del ToF-SIMS 
2.3.2.- FUNDAMENTOS DE RUGOSIDAD Y MICROSCOPÍA ÓPTICA INTERFEROMÉTRICA 
Se define la rugosidad como el conjunto de irregularidades de la superficie real, definidas 
convencionalmente en una sección donde los errores de forma y las ondulaciones han sido 
eliminados [19]. 
Una técnica de caracterización topográfica de superficie muy empleada para medir la 
rugosidad es la microscopia óptica interferométrica. Esa técnica permite reconstruir la 
topografía de la superficie de la muestra de estudio mediante las interferencias obtenidas a 
partir de las diferencias de camino óptico entre la luz reflejada en la superficie de la muestra 
y de la luz reflejada en una superficie de referencia. 
 
Fig. 2.3-2 Esquematización de un microscopio óptico interferométrico [19]. 
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En la figura precedente se puede observar la esquematización detallada de un microscopio 
óptico interferométrico. El equipo es constituido de una fuente de iluminación, generalmente 
una bombilla de halógena de tungsteno, así que diferentes objetivos ópticos. Las luz se 
divide en dos haces y uno se transmite a la superficie de estudio y el otro a la superficie de 
referencia. La combinación de las señales reflejadas en cada superficie se combina para 
formar una interferencia cuya intensidad es registrada gracias a una cámara CCD. Se 
obtiene al final una imagen tridimensional representativa de la topografía superficial de la 
muestra procesando los datos medidos por el equipo mediante su software. 
Existen parámetros tridimensionales para caracterizar una superficie que se obtienen 
mediante un análisis por un interferómetro. Esos parámetros son los siguientes: 
 Media aritmética de la desviación de la superficie Sa 
Este parámetro tridimensional representa la media aritmética de las distancias entre la 
superficie de la muestra y un plano de referencia determinado por el método de los minimos 
cuadrados respecto a la superficie total, y da une estimación de la rugosidad de la superficie 
estudiada. 
     Ecuación 2.3-1 
 
 Media de la raíz cuadrada de las desviaciones de la superficie: Sq 
Este parámetro representa la desviación estándar de la distribución de alturas respecto de la 
superficie estudiada. 
 
 Ecuación 2.3-2 
 
 Índice de área: Si 
Este parámetro representa el cociente entre el área real y el área nominal. 
 
 Ecuación 2.3-3 
 
2.3.3.- FUNDAMENTOS DE MOJABILIDAD Y ANGULO DE CONTACTO 
La medición del ángulo de contacto refleja la capacidad de un líquido para extenderse sobre 
una superficie por la humectación. El método consiste en medir el ángulo de la tangente del 
perfil de una gota depositada sobre el sustrato con la superficie del sustrato. Permite medir 
la energía de superficie del líquido o sólido [27]. 
La medición del ángulo de contacto permite la obtención de la energía libre de una 
superficie. También permite la discriminación de la naturaleza de las interacciones polares o 
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apolares en la interfaz líquido-sólido. Se puede así deducir el carácter hidrófilo o hidrófobo 
de la superficie [27]. 
2.3.3.1.- DEFINICIÓN DE LA MOJABILIDAD 
La mojabilidad de un sistema sólido/líquido/líquido se puede definir como la tendencia de un 
fluido a adherirse a la superficie de un sólido en presencia de otro fluido, siendo las distintas 
fases del sistema inmiscibles una en la otra [28]. 
2.3.3.2.- PRINCIPIO DEL ANGULO DE CONTACTO 
Cuando una gota de líquido se deposita en una superficie sólida plana, el ángulo entre la 
tangente a la gota en el punto de contacto y la superficie sólida se conoce como el ángulo 
de contacto (θ). 
La medida de este ángulo permite obtener tres tipos de informaciones: 
 El carácter hidrófilo (pequeño ángulo, grande tensión superficial) o hidrófobo 
(grande ángulo, pequeña tensión superficial) utilizando agua como liquido de 
medida del ángulo. 
 La tensión libre superficial discriminando las componentes polares o apolares 
de esta energía utilizando el modelo de Good Van Oss o el de Owens Wendt, 
y utilizando varios líquidos de referencia. 
 Informaciones sobre la falta de homogeneidad física (rugosidad) o química de 
la superficie mediando la histéresis entre el ángulo al avance y al retirada de 
la gota. 
 
Fig. 2.3-3 Esquematización del principio del ángulo de contacto 
La forma de una gota sobre una superficie solida se rige por tres parámetros: 
 La tensión interfacial solido-liquido ɣSL 
 La tensión interfacial solido-vapor ɣSV (o ɣS) 
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 La tensión interfacial liquido-vapor ɣLV (o ɣL) 
Esos tres parámetros verifican la ecuación de Young: 
 Ecuación 2.3-4 
Solo ɣLV y θ se pueden medir. Varios modelos existen para determinar las incógnitas ɣSL y 
ɣSV. 
Modelo de Neumann: 
 
 Ecuación 2.3-5 
 
La utilización de esta ecuación se limita a sistemas que no son demasiado polares y a 
valores obtenidos con un mismo líquido. 
Modelo de Owens y Wendt: 
 
 Ecuación 2.3-6 
En este modelo la tensión de superficie se define como ɣS = ɣSd + ɣSp donde ɣSd es la 
componente dispersiva y ɣSp es la componente no dispersiva. 
En este modelo se necesita utilizar dos líquidos diferentes a fin de obtener la tensión 
superficial. 
Modelo de Good Van Oss: 
 
 Ecuación 2.3-7 
 
En este modelo la tensión superficial se define como 
    y ɣSd es la componente  dispersiva y ɣS+ y ɣS- son las 
componentes polares. 
Se puede obtener la tensión superficial del solido depositando tres gotas de tres líquidos 
diferentes. 
2.3.4.- FUNDAMENTOS DE SEM-EDS 
Microscopia electrónica de barrido: 
La microscopia electrónica de barrido es una técnica capaz de proporcionar imágenes y 
datos físico-químicos de la superficie de un material generalmente opaca a electrones. 
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Un haz de electrones es escaneado en la superficie de la muestra de ensayo. En cada 
punto, los electrones secundarios y/o retrodispersados que escapan de la muestra se 
detectan. La imagen se forma en una imagen de pantalla de exploración en sincronismo con 
la exploración de la muestra [25]. 
El volumen de la interacción entre el haz de electrones primario y la muestra está en la 
forma de una pera, cuyas dimensiones dependen de la energía de los electrones incidentes 
y el material analizado. Típicamente, la profundidad total de la pera es del orden de 0,2 
micrones y una anchura máxima de aproximadamente 0,1 micras. Los electrones 
secundarios son emitidos en la proximidad de la superficie y son el resultado de la 
interacción entre el inelástica primario de electrones y los electrones de los átomos del 
blanco. La energía de los electrones secundarios es mucho menor que la energía de los 
electrones incidentes. Los electrones retrodispersados se emiten en un volumen más 
distante de la superficie. Son el resultado de la interacción elástica entre los electrones 
primarios y los núcleos de los átomos del blanco y tienen una energía cercana a la de los 
electrones primarios [25]. 
 
Fig. 2.3-4 Esquematización de un microscopio electrónico de barrido 
Energía dispersiva de rayos X: 
Durante el bombardeo por haz de electrones incidente en el microscopio electrónico de 
barrido, el material es excitado y electrones pasan sobre los niveles de energía más altos. El 
regreso de los electrones en su posición de equilibrio genera radiación de emisión 
característico de la X constituyentes en la muestra. Una espectroscopia detector multicanal 
permite fotones de energía clasificación X en función de su energía y por lo tanto para 
reconstruir el espectro de emisión de la muestra [29]. 
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2.3.5.- FUNDAMENTOS DE DIFRACCIÓN DE RAYOS X 
Técnica básica para la caracterización de materiales, la difracción por rayos X la 
caracterización fina de materiales sólidos cristalizados o metales en polvo, minerales, 
cerámica, compuestos farmacéuticos, complejos organometálicos, materiales 
métalo-orgánico... 
La difracción por rayos X proporciona acceso a una gran cantidad de información contenida 
en la disposición de los átomos en un material cristalino. El tipo de arreglo geométrico 3D 
(red) y las distancias entre átomos (tamaño de la malla, típicamente unos pocos Å) son 
esquemáticamente una carnet de identidad "única" para cada compuesto [30]. 
Un haz monocromático de rayos X incidente es difractado por la muestra a ciertos ángulos 
específicos, de acuerdo con la ley de Bragg. La grabación de la señal por un detector 
adecuado puede ver ángulos e intensidades de los picos de difracción obtenidos. La 
indexación de estos picos se lleva a cabo utilizando la base de datos específica para la 
identificación del compuesto involucrado [30]. 
2.4.- FUNDAMENTOS TEÓRICOS DEL ESTUDIO BACTERIOLOGICO 
Streptococcus sanguinis y Lactobacillus salivarius son las dos cepas utilizadas en el estudio 
bacteriológico. Son las dos tipos de bacterias más presente en el medio bucal. 
2.4.1.- FUNDAMENTOS SOBRE STREPTOCOCCOS SANGUINIS 
Este tipo de cepa es un colonizador primario que desempeña un papel muy importante en la 
formación de la placa dento-bacteriana: facilitar la incorporación de otras bacterias 
periodonto-patogénicas. 
El S. sanguinis es la primera bacteria que coloniza los tejidos duros y sintetiza compuestos, 
como el ácido paraaminobenzoico, que facilitan la colonizacion a otras bacterias como el 
Lactobacillus salivarius, con la interaccion entre ellas formando el biofilm bacteriano [18]. 
 
Fig. 2.4-1 Curva de crecimiento de la cepa Streptococcus Sanguinis [18]. 
La figura precedente muestra las cuatro etapas del crecimiento de la cepa S. sanguinis [18]: 
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A. Fase de adaptación durante la cual los microorganismos adaptan su metabolismo a 
las condiciones del medio ambiente. 
B. Fase exponencial durante la cual las bacterias crecen de manera exponencial 
consumiendo los nutrientes a velocidad máxima y correspondiendo a la etapa de 
proliferación e infección. 
C. Fase estacionaria durante la cual el número de bacterias queda el mismo. Esta fase 
se debe a la carencia de nutrientes, así que a la presencia de competidores y al 
exceso de detritos del crecimiento, lo que limita el crecimiento de las bacterias. 
D. Fase de muerte durante la cual el número de bacterias viables se reduce 
progresivamente, dependiendo de la cepa. 
 
2.4.2.- FUNDAMENTOS SOBRE LACTOBACILLUS SALIVARIUS 
El Lactobacillus salivarius tiene como desarrollo mantener el equilibrio de la placa dento-
bacteriana y se encuentra en varios partes del medio bucal como es la lengua o sobre los 
dientes, siendo mayor su presencia en la saliva [18]. 
Ese tipo de cepa bacteriana causa la acidificación de la saliva de hecho que se puede fijar a 
cualquier superficie del medio bucal, bajando el pH de este medio [18]. 
 
Fig. 2.4-2 Curva de crecimiento de la cepa Lactobacillus Salivarius [18]. 
En la figura precedente se puede observar el crecimiento de la cepa L. salivarius siguiendo 
las mismas etapas que la cepa S. sanguinis. 
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2.5.- FUNDAMENTOS TEÓRICOS DEL ESTUDIO CELLULAR 
2.5.1.- FUNDAMENTOS SOBRE FIBROBLASTOS 
El fibrolasto es la celula predominante de los tejidos conectivos del cuerpo. Se trata de una 
celula dinámica que tiene una estructura y funciones complejas: ejerce funciones tisulares a 
nivel local y del sistema inmune. Los fibroblastos no son homogéneos entre si y presentan 
diferencias en morfología y función de acuerdo con la ubicación en la que se encuentren 
[31]. 
Los fibroblastos son las células dominantes del tejido conectivo periodontal y desempeñan 
un papel esencial en el desarrollo, estructura y sostén de los dientes: una de sus funciones 
principales es la formación de las fibras extracelulares del tejido conectivo conocidos como 
fibras colágenas, elásticas y reticulares. Estas fibras contribuyen a la organización 
estructural de los tejidos durante su desarrollo y regeneración [32]. 
Se puede identificar dos tipos de fibroblastos [31]: 
- Los fibroblastos del ligamento periodontal (FLP): son responsables de la producción, 
del manteamiento y del remodelado del ligamento periodontal, cemento y hueso 
alveolar. 
- Los fibroblastos gingivales (FG): son responsables de la producción y del 
manteamiento de la lámina propia del tejido gingival blando que rodea la encía. 
2.5.2.- TEST DE LDH 
El test de LDH permite estimar cuantitativamente la citotoxicidad de la muestra estudiada 
mediante la medida de la lactato deshidrogenasa (=LDH) liberado por las células dañadas. 
La lactato deshidrogenasa es una enzima citoplasmática catalizadora que se encuentra en 
muchos tejidos del cuerpo. Cuando enfermedades o lesiones afectan a los tejidos que 
contienen LDH, las células liberan LDH en el medio cercano, donde se encuentra en niveles 
superiores a las normales aprobaciones. Por lo tanto, LDH se mide generalmente para 
evaluar la presencia de tejido o daño celular. 
Así pues, es posible determinar la citotoxicidad de la muestra de estudio mediante el test 
LDH, que se desenrolla en 2 etapas [18]: 
1. El NAD+ se reduce a NADH/H mediante la oxidación de lactato a piruvato catalizado 
por el LDH. 
2. Un catalizador transfiere H/H+ desde NADH/H+ a la sal de tetrazolium que es de color 
amarillo pálido. Se reduce después a una sal de formazan cambiando la coloración a 
rojo. 
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Fig. 2.5-1 Esquematización del ensayo del test LDH [18]. 
La actividad de LDH aumenta con la cantidad de muerte o daño en la membrana celular y se 
puede relacionar con la cantidad formada de formazan. Así, el número de células muertas, 
es decir la citotoxicidad de la muestra, es proporcional a la cantidad de rojo formado durante 
el ensayo. 
 
 
Tratamiento de superficie de titanio con propiedades antibacterianas para aplicaciones biomédicas  Pág. 33
  
 
 
 
CAPÍTULO 3: MATERIALES Y MÉTODOS 
En este capítulo se describen los materiales y métodos utilizados, especificando los 
parámetros establecidos para cada equipo utilizado. 
3.1.- PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE ENSAYO 
El titanio comercialmente puro (c.p.) de grado 2 utilizado se proporciona en la forma de 
barras de 1 metro y medio de longitud y 10 mm de diámetro. 
Al final de los diferentes procesos, discos de 10 mm de diámetro y aproximadamente 2 mm 
fueron pulidos hasta efecto espejo. 
3.1.1.-  CORTE DE LA BARRA EN SEGMENTOS 
Se utiliza una cortadora de disco refrigerada para cortar la barra de titanio en segmentos 
más pequeños. El disco de corte utilizado es un disco abrasivo de carburo de silicio. Tiene 
un diámetro de 23 cm y su velocidad de rotación es 314,15 rad/s. Éste es manual, de 
manera que debe de aplicarse fuerza sobre la palanca de la cortadora. 
Los segmentos obtenidos tienen una longitud de 6,5 cm aproximadamente. 
Después de haber cortado la barra en segmentos, se elimina la rebaba residual con la 
ayuda de una esmeriladora. 
3.1.2.- CORTE DE LOS SEGMENTOS A DISCOS DE 2,5 mm DE ESPESOR 
Para dividir los segmentos obtenidos en discos de titanio de 2,5 mm de espesor se utiliza 
una cortadora automática cuyos parámetros fijados en el programo  de corte son los 
siguientes: 
 Giro : 2500 rpm 
 Avance : 0,035 mm/s 
 Fuerza : media 
 Espesor : 2,5 mm 
El disco de corte utilizado es un disco de polvo de diamante que tiene un diámetro de 125 
mm y un espesor de 0,4 mm, y está refrigerando con agua. 
3.1.3.-  ENCASTACIÓN DE LOS DISCOS DE TITANIO EN BAQUELITA 
Se utiliza la máquina LaboPress-3 de marca Struers para encastar los discos, habiendo 
cinco discos por baquelita. Para ello, se aplica una fuerza de 20 N, un tiempo de 
calentamiento de 5 minutos a 180 ° C y un tiempo de enfriamiento de 2 minutos. 
3.1.4.- PULIDO AUTOMÁTICO DE LOS DISCOS 
Se utiliza una pulidora automática de la marca Buehler (Automet 2 (parte superior), Ecomet 
4 (parte inferior)) para efectuar el pulido de los discos incrustados en baquelita. 
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Los parámetros aplicados durante cada etapa del proceso de pulido son los siguientes: 
 Velocidad de rotación: 300 rpm. 
 Fuerza ejercida: 20N. 
 Duración de pulido por cada paño: 10 
minutos. 
Se utilizan varios paños de carburo de silicio durante el proceso de pulido el cual tiene 9 
etapas distintas:  
 P240 (58,5 µm de tamaño de partícula) 
 P320 
 P400 (35 µm de tamaño de partícula) 
 P600 (25,8 µm de tamaño de partícula) 
 P800 
 P1200 (15,3  µm de tamaño de partícula) 
 P2500 
 P4000 (5 µm de tamaño de partícula) 
Para obtener el pulido con efecto espejo en una de las caras de las muestras, se utilizó un 
paño de terciopelo junto con un abrasivo de sílica coloidal correspondiente a una solución 
acuosa a un pH 10 que contiene partículas de sílice (0,06 µm de tamaño de partícula) y un 
10% de una solución de sosa (NaOH) para alcanzar ese pH.  
Después del proceso de pulido se utilizó un paño de terciopelo nuevo y agua para limpiar 
mecánicamente las muestras. 
3.1.5.- EXTRACCIÓN DE LAS MUESTRAS DE LA BAQUELITA 
Se extraen las muestras de la baquelita con la ayuda de un tornillo de banco. Se deposita la 
baquelita y se aprieta hasta que la baquelita se rompe y se liberen los discos pulidos de 
titanio. 
Para facilitar la extracción de las muestras de la baquelita, se realiza una entalla entre cada 
muestra, dirigiendo la fractura y facilitando la propagación de las grietas. 
3.1.6.- LIMPIEZA DE LAS MUESTRAS 
Es la etapa final de la preparación de los discos. Después de los diferentes procesos de 
fabricación, se lavan las muestras en ultrasonidos en 4 tiempos: 
1) 15 minutos en etanol 
2) 15 minutos en isopropanol 
 
3) 15 minutos en agua destilada 
4) 15 minutos en acetona 
 
3.2.- ANODIZACIÓN 
3.2.1.- PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Para anodizar la superficie pulida de los discos de titanio es necesaria una preparación 
especial de las muestras cuyo material es el siguiente:  
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Fig. 3.2-2 Pelado de cable 
Fig. 3.2-4 Preparación de la resina 
 
 Discos pulidos de titanio 
 Cables y tijeras 
 Solución coloidal de plata y Loctite 
 VersoCit-2 Kit para preparar una resina aislante 
Se preparan las muestras para su anodización según las 
siguientes etapas: 
Primero se pela una extremidad de un cable 
con tijeras y se apartan los alambres con una 
espátula con el fin de aumentar la superficie 
de cables en contacto con la muestra y así 
mejorar el paso de corriente. 
 
Después se pone sobre la superficie del disco 
no pulida y el cable cierta cantidad de plata 
coloidal mejorando así la conectividad entre 
muestra y cable. Para unir ambas partes, se 
pega la punta de los cables al disco con un poco 
de Loctite.  
Una vez el cable está pegado al disco de titanio 
se verifica con un multímetro la existencia de 
paso de corriente. Si hay corriente, se prepara la 
resina aislante mezclando polvo y liquido del 
Versocit-2 Kit hasta obtener una textura bastante 
viscosa. 
Una vez lista la resina, se deposita sobre la superficie del disco hasta 
recubrirla y aislar por completo todo el cable. Se deja secar la resina y 
ahora la muestra está lista para la anodización. 
 
 
 
 
Fig. 3.2-1 Material necesario 
para la preparación de la 
muestra 
Fig. 3.2-3 Pegadura del cable. 
Fig. 3.2-5 Muestra 
preparada para 
anodización 
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3.2.2.- ELECTROLITOS Y CONDICIONES DE ESTUDIO 
A fin de obtener un depósito de cinc en la superficie de los discos de titanio se preparan 
electrolitos a partir de cloruro de cinc ZnCl2 y de un complejante, el ácido 
etilendiaminotetraacético o EDTA. 
Se detallan a continuación los diferentes electrolitos utilizados durante el proceso de 
electrodeposición: 
- Electrolito E-A: 25 ml de una solución acuosa de cloruro de cinc de 
concentración 0,2M con 25 ml de una solución acuosa de EDTA de concentración 
0,2M 
- Electrolito E-B: 25 ml de una solución acuosa de cloruro de cinc de 
concentración 2M con 25 ml de una solución acuosa de EDTA de concentración 
2M  
3.2.3.- ANODIZADO 
Para anodizar las muestras se utiliza un potenciostato Parstat 2273 (Princeton Applied 
Research). La utilización de este potenciostato plantea un problema: el ensayo está 
diseñado para alcanzar 20 V pero sin embargo el potencial máximo del potenciostato es de 
10 V.  
A fin de resolver ese problema se incorpora un circuito divisor de voltajes para hacer el 
ensayo con el voltaje diseñado. Considerando que el potencial eléctrico máximo que puede 
generar el potenciostato es 100 V, el circuito añadido va a permitir alcanzar los 20 V 
necesarios para el ensayo.  
El divisor de voltajes se constituye de 3 parejas de resistencias porque la intensidad del 
corriente que pasa por el circuito es variable: 90KΩ-10KΩ, 900KΩ-100KΩ y 9MΩ-1MΩ.  
Gracias a la utilización del circuito divisor de voltajes el potencial leído por el potenciostato 
entre el electrodo de referencia y el electrodo auxiliar es 2 V en lugar del potencial que pasa 
actualmente entre los dos electrodos, es decir 20 V. 
Los parámetros de anodización son establecidos mediante el software PowerSuite 
(Princeton Applied Research). Ese software presente varios tipos programas cuyo lo que se 
elige para la anodización: Reverse Normal Pulse Voltammetry. Ese programa  permite hacer 
un anodizado por pulsos así que se puede depositar una mayor cantidad de cinc a la 
superficie de la muestra de estudio: en efecto anodizar por pulsos aumenta el tiempo de 
anodización. 
Es porque se utiliza el programa Reverse Normal Pulse Voltammetry cuyos parámetros de 
anodización son los siguientes, establecidos por varias pruebas anteriores: 
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Parámetros Valores 
Potencial Inicial EI 1,5 V 
Potencial Final EF 2,5 V 
PULSE PH/PW 0 V for 100 ms 
Step Height SH 10 mV 
Step Time ST 500 ms 
Scan Rate 20 mV/s 
Number of points 202 
Tabla 3.2-1 Parámetros del anodizado mediante el potenciostato.
Una vez las muestras han sido preparadas como ha sido explicado anteriormente se 
prepara el montaje para anodizarlas: 
- Se decapa la superficie de la muestra 10 segundos en una solución de HNO3 
(17.5 g NH4HF2 + 250 ml HNO3 AL 60% + 250 ml H2O).  Se aclara directamente 
después del decapado sumergiendo la muestra en un vaso de agua destilada. 
- Se pone el electrolito en un vaso de precipitados así que une placa de platino de 
5x6 cm² y la muestra de estudio. La placa de platino tiene como desarrollo el 
cátodo y la muestra el ánodo.  
Por fin se conectan la placa y la muestra de estudio al potenciostato con pinzas. 
Después de los diferentes procesos se lavan las muestras en ultrasonidos en 4 tiempos: 
1) 15 minutos en etanol 
2) 15 minutos en isopropanol 
3) 15 minutos en agua destilada 
4) 15 minutos en acetona 
 
3.3.- ELECTRODEPOSICIÓN CATÓDICA 
3.3.1.- PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Las muestras han sido preparadas de la misma manera que en el punto 3.2.1. 
Pág. 38                           Tratamiento de superficie de titanio con propiedades antibacterianas para aplicaciones biomédicas 
 
3.3.2.- ELECTROLITOS Y CONDICIONES DE ESTUDIO 
A fin de obtener un depósito de cinc en la superficie de los discos de titanio se preparan 
electrolitos a partir de nitrato de cinc hexahidratado (Zn(NO3)2,6H2O).  
Se detallan a continuación los diferentes electrolitos utilizados durante el proceso de 
electrodeposición: 
- Electrolito 1: 50 ml de una solución acuosa de nitrato de cinc de concentración 
0,1M. 
Para preparar ese electrolito se disuelve 1.49 g de nitrato de cinc hexahidratado en agua 
destilada. 
- Electrolito 2: 50 ml de una solución acuosa de nitrato de calcio tetrahidratado 
0,1M. 
Para preparar ese electrolito se disuelve 1.19 g de nitrato de calcio tetrahidratado en agua 
destilada. 
Se utilizan esos electrolitos con 4 tipos de condiciones de estudio para hacer el ensayo de 
electrodeposición catódica: 
Condiciones Temperatura Tiempo de electrodeposición 
C1 17 °C 16,7 min (10 iteraciones) 
C2 78 °C 16,7 min (10 iteraciones) 
C3 17 °C 50 min (30 iteraciones) 
C4 78 °C 50 min (30 iteraciones) 
Tabla 3.3.3-1.- Condiciones de los electrolitos 
En cada condición se mantiene el electrolito con agitación magnética. 
3.3.3.- ELECTRODEPOSICIÓN CATÓDICA 
De la misma manera que para la anodización se utiliza el potenciostato y el circuito divisor 
de voltajes para la electrodeposición catódica. 
Los parámetros de electrodeposición catódica son establecidos mediante el software 
PowerSuite. En este caso se utiliza el programa Linear Sweep. En ese programa el voltaje 
aumenta de manera uniforme entre dos voltajes elegidos a un tiempo determinado 
permitiendo depositar una mayor cantidad de cinc en la superficie de la muestra de estudio. 
Los parámetros establecidos corresponden a Potencial E0= -1.2 V, Potencial E1=-0.8 v, 
Step Height= 1Mv, Scan Rate= 4  mV/s, Step time= 0.250 s. 
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Una vez las muestras han sido preparadas como ha sido explicado anteriormente se 
prepara el montaje para tratarlas: 
 Se decapa la superficie de la muestra 10 segundos en una solución de HNO3 (17.5 g 
NH4HF2 + 250 ml HNO3 AL 60% + 250 ml H2O).  Se aclara directamente después del 
decapado sumergiendo la muestra en un vaso de agua destilada. 
 Se pone el electrolito en un vaso de precipitados así que une placa de platino de 5x6 
cm² y la muestra de estudio. La placa de platino tiene como desarrollo el cátodo y la 
muestra el ánodo.  
 Por fin se conectan la placa y la muestra de estudio al potenciostato con pinzas, 
dejándolo electrodepositar mientras 10 o 30 iteraciones, dependiendo de las 
condiciones del ensayo 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.- CARACTERIZACIÓN SUPERFICIAL DE TITANIO 
3.4.1.- ToF-SIMS 
El equipo utilizado corresponde al modelo ToF-SIMS IV, Ion Tof. El procedimiento ha sido 
realizado por el equipo de la Plataforma de Nanotecnología del Parc Científic de Barcelona. 
Fig. 3.3-1 Representación de la rampa utilizada en 
el proceso de electrodeposición catódica 
Fig. 3.3-2 Foto del montaje experimental del 
proceso de electrodeposición catódica 
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Las muestras de estudio anteriormente limpiadas con etanol, acetona y agua destilada en 
ultrasonidos son: 
 1 de Titanio pulido 
 1 de Titanio tratado por anodización con el Electrolito E-A durante 200 iteraciones. 
 1 de Titanio tratado por anodización con el Electrolito E-B durante 200 iteraciones. 
3.4.2.- MICROSCOPÍA ÓPTICA INTERFEROMÉTRICA 
Se estudia la topografía de las muestras con la ayuda de un microscopio óptico 
interferométrico de luz blanca (Wyko NT1100 Veeco, EEUU) y el análisis se realiza con la 
ayuda del software Vision 4.10 (Veeco Instruments, EEUU). 
Las muestras de estudio anteriormente limpiadas con etanol, acetona y agua destilada en 
ultrasonidos son: 
 2 de Titanio pulido 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C1 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C2 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C3 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C4 
Se permite comparar las superficies de titanio pulido y titanio tratado y observar la influencia 
de la presencia de cinc sobre la rugosidad del titanio. 
Con esa técnica se encuentra el problema de la aparición de ruido de fondo que tiene que 
estar eliminado. Se debe también tener en cuenta varios parámetros que pueden influir 
sobre los resultados del análisis como señales de interferencia que quedan en la imagen 
obtenida o simplemente de la inclinación de la muestra. 
Se puede explotar los resultados con el software Vision32 que permite obtener imágenes 3D 
que reconstituyen la topografía de la superficie de las muestras de estudio. 
 
Parámetros 
Área de estudio 946x1243 µm 
Número de probetas de estudio 2 
Número de ensayos por probeta 3 
Backscan 10 µm 
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Longitud 12 µm 
Aumentos X5 
Compensación de forma Inclinación 
Data restore (considera los píxeles no leídos) Activado 
Tabla 3.4-1 Condiciones de trabajo con el microscopio óptico interferométrico 
3.4.3.- ÁNGULO DE CONTACTO 
Se utiliza un sistema de medición del ángulo de contacto de gota sésil basado en video 
(Contact Angle System OCA15plus, Dataphysics, Alemania) y el software SCAA 20 
(Dataphysics Instruments GMBH, Alemania).  
El equipo corresponde a una jeringuilla con control de desplazamiento micrométrico 
permitiendo controlar el volumen y depositar la gota. El volumen de gota utilizado es de 3 µl 
y el líquido utilizado es agua bidestilada (MiliQ). 
Las muestras de estudio anteriormente limpiadas con etanol acetona y agua destilada en 
ultrasonidos son: 
 2 de Titanio pulido 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C1 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C2 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C3 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C4 
Han sido realizadas 3 medidas por muestra, haciendo un total de 6 medidas por cada una 
de ellas. 
3.4.4.- CARACTERIZACIÓN SUPERFICIAL POR SEM-EDS 
Para este análisis ha sido utilizado el equipo del Centro de Investigación de Nanoingeniería 
de la Universidad Politécnica de Cataluña (CRNE). 
El equipo utilizado es un field-emission scanning electron microscope (FE-SEM) (Zeiss Neon 
40, Alemania), a un potencial de haz de electrones de 0.1-30kV, una corriente de trabajo de 
4pA-20nA y con una resolución de 1.1 nm.  
Antes de caracterizarlas se limpian las muestras 15 minutos con etanol, acetona y agua en 
ultrasonidos durante 15 minutos cada vez. 
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Las muestras estudiadas con SEM-EDS son: 
- Titanio tratado por electrodeposición con el Electrolito 1 en las condiciones C1 
- Titanio tratado por electrodeposición con el Electrolito 1 en las condiciones C2 
- Titanio tratado por electrodeposición con el Electrolito 1 en las condiciones C3 
- Titanio tratado por electrodeposición con el Electrolito 1 en las condiciones C4 
3.4.5.- DIFRACCIÓN POR RAYOS X 
El análisis está realizado por el equipo del Centro de Investigación de Nanoingeniería de la 
Universidad Politécnica de Cataluña (CRNE). 
El equipo utilizado es un D8 Advance (Bruker, Alemania) con una fuente de Cr Kα 
monocromada. 
Las muestras de estudio anteriormente limpiadas con etanol, acetona y agua destilada en 
ultrasonidos son: 
 1 de Titanio pulido 
 1 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C4 (muestra C4) 
 1 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C4 y después sumergida 48h en SBF (simulated Body fluid) a 37C, para 
estudiar la variación en la cristalinidad de la inmersión en medio fisiológico. (muestra 
C4P) 
3.5.- ESTUDIO BACTERIOLÓGICO 
Las cepas Streptococcus sanguinis (CCUG 17826) y Lactobacillus salivarius (CECT 4063) 
fueron reconstituidas en medio Todd Hewitt y MRS respectivamente (Scharlab, España) 
esterilizado dejándolas overnight en la estufa a 37ºC. Pasado ese tiempo fueron 
sembradas en placas de agar con su medio correspondiente incubándolas 48 horas a 37ºC. 
Estas placas han sido mantenidas en la nevera y de ahí han sido extraídas las colonias con 
las cuales se ha formado el inóculo con el cual se ha trabajado. De esta manera han sido 
tomadas tres colonias y disueltas en 10 ml de medio adecuado overnight a 37ºC. 
Al día siguiente se ha llevado, mediante dilución, a una medida de densidad óptica de 0.2 
medido en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 600 nm, lo cual, a partir de la 
curva de crecimiento de la cepa puede relacionarse con 108 CFU/ml.  
3.5.1.- MORFOLOGÍA BACTERIANA 
La morfología bacteriana se caracterizó en SEM. Los discos fueron cultivados en las cepas 
de estudio por un tiempo de dos horas. Posteriormente fueron lavados con un tampón de 
fosfato (PB) 0.1 M y se fijaron con glutaraldehido al 2.5% en PB durante 30 minutos a 4ºC. 
Una vez pasado el tiempo las muestras fueron limpiadas tres veces en tampón fosfato y se 
sumergieron en tetraóxido de osmio al 1% y ferricianuro potásico en un tampón fosfato 
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durante una hora y media. Este tratamiento de post-fijación es útil ya que mejora el contraste 
de la muestra en el microscopio electrónico. Después del tetraóxido de osmio volvieron a ser 
lavadas tres veces con agua MiliQ y se deshidrató tal y como muestra la tabla 5.1. 
Finalmente se depositó una delgada capa de oro sobre la superficie para facilitar su 
interacción con el haz de electrones. 
Alcohol  (concentración) 
 
% 
Tiempo de deshidratación 
 
(min) 
Cmbios de medios 
50 10 1 
70 10 1 
90 10 1 
96 10 3 
100 15 1 
100 20 1 
100 30 1 
Tabla 3.5-1 Tiempos de deshidratación para la posterior observación de las muestras al SEM 
3.5.2.- ENSAYO DE ADHESIÓN BACTERIANA 
Las muestras estudiadas corresponden a:  
 2 de Titanio pulido 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C1 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C2 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C3 
 2 de Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las 
condiciones C4 
Dichas muestras fueron esterilizadas con etanol durante 10 minutos y posteriormente 
lavadas dos veces con PBS. Se colocaron en placas de 48 pocillos. Sobre ellas se vertió 
500 μl de inóculo bacteriano llevado a una densidad óptica de 0.2 y se dejó durante 2 horas 
en la incubadora a 37ºC.  
Pasado el tiempo, fueron limpiadas dos veces con PBS 1X temperado eliminado de esta 
manera aquellas bacterias no adheridas. Seguidamente las muestras fueron introducidas en 
Eppendorfs, se les añadió 1 ml de una solución de sales (8.5 g de NaCl en 1 l de H2O) y con 
vórtex durante 5 minutos se extrajeron las bacterias adheridas a la superficie de la muestra.  
Sobre la placa de agar fueron sembradas 100 μl de la solución anterior y de las diluciones 
1:100 y 1:1000. Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 37ºC, contándolas 
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manualmente las unidades formadoras de colonias (CFU). Estos resultados fueron 
normalizados según el área real de la muestra y de su grosor. 
3.6.- ESTUDIO CELULAR 
Ha sido utilizada la línea celular primaria de fibroblastos humanos (HFFs, Human Foreskin 
Fibroblasts, Millipore, EEUU). Han sido cultivados en medio Dulbecco’s Minimum Essential 
libre de rojo fenol (DMEM, Invitrogen, EEUU) con un suplemento de 10% de suero bovino 
(FBS), 1% de L-glutamina y 1% penicilina/estreptomicina. El medio ha sido cambiado cada 
dos días y han sido mantenidas en una incubadora a 37ºC con 5% de CO2 y una humedad 
relativa del 100%.  
En todos los ensayos las células utilizadas se encuentran entre los pases tres y cinco. 
Para determinar la citotoxicidad de la muestra ha sido utilizado el test LDH, siendo las 
muestras preparadas: 
 Titanio sin tratar (control) 
 Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 1 en las condiciones C3 
 Titanio tratado por electrodeposición catódica con el Electrolito 2 en las condiciones C3 
 Pocillo de la placa con células pero sin muestra (control negativo) 
Fueron preparadas tres réplicas por tipo de muestra y para cada tiempo: 4 horas, 1, 3 y 7 
días. Antes de sembrar las células sobre ellas fueron sumergidas en etanol durante 10 
minutos para esterilizarlas y posteriormente limpiadas con PBS dos veces. Una vez en la 
sala de cultivos y bajo cabina se repartieron en placas de 48 pocillos (según el tiempo) y 
sembrado 5000 células por pocillo. 
Pasado el tiempo correspondiente, fue eliminado el medio, limpiando posteriormente las 
muestras con PBS. Finalmente se añadieron 200 µl de MPER para lisar las células y se 
dejaron a -80ºC para mantenerlas y esperar que el resto de muestras estuvieron preparadas 
ya que el test de LDH en sí debe de realizarse a la vez con todas ellas. 
La muerte celular se cuantificó mediante la medida del lactato deshidrogenasa (LDH) 
liberado al medio por aquellas células no viables. El análisis fue realizado mediante el Kit 
Cytotoxicity Detection Kit LDH (Roche Applied Science) siguiendo las especificaciones del 
fabricante. Dicho kit consiste en un análisis colorimétrico, de manera que después de 
realizar todos los pasos estipulados por el protocolo fue mirada la densidad óptica de los 
pocillos a 492 nm. 
3.7.- ESTUDIO ESTADÍSTICO 
Para ese estudio se utiliza el software SPSS (IBM, EEUU) con dos tipos de test estadístico. 
Para su elección se considera el número pequeño de resultados obtenidos de manera que 
debe de utilizarse test de tipo no paramétrico y un nivel de confianza del 95%. 
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3.7.1.- Prueba de Kruskal-Wallis 
La prueba de Kruskal-Wallis es un método no paramétrico para probar si un grupo de datos 
proviene de la misma población. 
Ese test determina si las diferencias entre las medias de los rangos en los diferentes grupos 
son estadísticamente diferentes, es decir, si las k muestras independientes pueden haber 
sido recogidas de la misma población continua o de poblaciones idénticas con respecto a los 
promedios. 
Las hipótesis de partida son: 
 H0: las diferentes muestras presentan la misma distribución 
 Ha: al menos una muestra es diferente 
3.7.2.- Prueba de Mann-Whitney 
La prueba de Mann-Whitney es una prueba o paramétrica que se aplica para la comparación 
de dos muestras independientes. Ambas muestras pueden ser de tamaños diferentes 
determinando el test si las diferencias entre las medias en los diferentes grupos son 
estadísticamente diferentes, es decir, si las k muestras independientes pueden haber sido 
recogidas de la misma población continua o de poblaciones idénticas con respecto a los 
promedios. 
Las hipótesis de partida son: 
 H0: las diferentes muestras presentan la misma distribución 
 Ha: al menos una muestra es diferente 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1.- PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
Después de las diferentes etapas de fabricación y preparación de las muestras se obtiene 
un disco de titanio pulido a efecto espejo como se puede ver en la figura siguiente: 
 
Fig. 4.1-1 Foto de una muestra de titanio pulida al efecto espejo 
4.2.- ANODIZACION 
No se puede observar al ojo ningún tipo de depósito a la superficie del titanio anodizado. Se 
debe caracterizar al ToF-SIMS para confirmar o infirmar la presencia de cinc a la superficie 
de la muestra tratada. 
4.3.- ELECTRODEPOSICIÓN CATÓDICA 
Durante y después el tratamiento de electrodeposición catódica sobre los discos de titanio 
se puede observar el crecimiento en forma de agujas de óxido de cinc tal y como es 
mostrado en las figuras siguientes: 
   
Fig. 4.3-1 Foto del depósito en la superficie de la muestra de titanio durante y después del 
ensayo de electrodeposición catódica 
Sobre cada disco de estudio puede observarse visualmente un depósito de precipitado en la 
superficie. 
El mejor depósito de óxido de cinc cuantitativamente al ojo se obtiene en las condiciones de 
trabajo C4, es decir, a mayor tiempo de tratamiento, mayor cantidad de óxido de cinc será 
depositado. Además, las diferencias observadas en las condiciones C3 y C4 permite decir 
que la temperatura de trabajo es importante: la adhesión del depósito es mayor por un 
tratamiento con temperatura elevada (78°C) que un tratamiento a temperatura ambiente 
(17°C).  
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Fig. 4.3-2 Foto del depósito obtenido por electrodeposición catódica en las condiciones de 
trabajo C4 
La utilización del potenciostato, permite disminuir los errores humanos realizados ya que el 
programa del equipo se encarga de las variaciones de potencial y de la intensidad de 
corriente que pasa por la muestra tratada. 
4.4.- CARACTERIZACIÓN SUPERFICIAL DE TITANIO 
4.4.1.- ToF-SIMS 
 
No se puede detectar presencia de cinc a la superficie de las muestras de titanio tratadas: 
en efecto no salen los picos característicos del cinc. 
4.4.2.- MICROSCOPÍA ÓPTICA INTERFEROMÉTRICA 
Las rugosidades medianas por cada tipo de muestra son anotadas en la tabla siguiente: 
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 Ti C1 C2 C3 C4 
Ra (nm) 35,10 ± 8,34  106,50 ± 19,20 269,61 ± 221,85 108,73 ± 12,18 1787,06 ± 8,34 
Tabla 4.4-1 Valores de rugosidad obtenidos mediante el microscopio óptico interferométrico 
La rugosidad de la superficie pulida es de Ra= 35,10 ± 8,34 nm El tratamiento realizado ha 
aumentado la rugosidad de las muestras, siendo la mayor variación para la muestra C4. 
Esto es debido a que dicha muestra presenta un precipitado visible incluso a simple vista. 
Sabiendo que las cepas con las que se ha trabajado en el presente proyecto tienen un 
tamaño aproximado de 500 nm la rugosidad del depósito obtenido desempeña un desarrollo 
tanto positivo en las condiciones de trabajo C1, C2 y C3 (rugosidades inferiores al tamaño 
de las cepas) como negativo en las condiciones C4 (rugosidad muy superior al tamaño de 
las cepas). 
  
 
  
Fig. 4.4-1 Imágenes 3D obtenidas mediante microscopia óptica  interferométrica y el software 
Vision32 de cada muestra de estudio. 
No ha sido posible obtener imágenes 3D de las muestras tratadas en las condiciones de 
trabajo C4 debido una cantidad de depósito y una rugosidad demasiado elevadas. 
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En las imágenes 3D se puede observar una reconstitución tridimensional de la topografía de 
las superficies de las muestras de estudio mediante el software Vision32, explicitando la 
presencia de precipitado en las superficies y su rugosidad. 
4.4.3.- ÁNGULO DE CONTACTO 
En la siguiente tabla son presentados los valores de los ángulos de contacto intrínsecos: 
Co Ti C1 C2 C3 C4 
AC(°) 67,7 ± 2,5 56,2 ± 4,9 68,2 ± 5,1 53,1 ± 6,42 66,4 ± 6,7 
Tabla 4.4-2 Angulo de contacto obtenido mediante agua MiliQ (media ± desviación estándar) 
No ha sido posible establecer diferencias significativas entre los valores de los ángulos de 
contacto de las muestras. El precipitado obtenido mediante electrodeposición catódica no 
influye en el carácter hidrofilico del material. 
4.4.4.- CARACTERIZACIÓN SUPERFICIAL POR SEM-EDS 
Las imágenes obtenidas por SEM muestran diferencias claras entre las muestras según las 
condiciones de tratamiento: 
- Ti tratado con el Electrolito 1 en las condiciones C1 
  
 
Fig. 4.4-2 Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido de las muestras tratadas 
Las imágenes muestran precipitados en la superficie tratada del disco de titanio. 
La vista general da la impresión de un recubrimiento sobre toda la superficie pero la vista al 
detalle contradice esa impresión. En efecto, puede verse que hay algunas partes donde no 
hay presencia de precipitado no siendo uniforme. Además, éstos son rugosos no siendo la 
capa consistente 
 
 
 
 
Vista general (500x) Vista al detalle (1000x) 
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- Ti tratado con el Electrolito 1 en las condiciones C2 
 
 
  
 
Fig. 4.4-3 Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido de las muestras tratadas 
Las imágenes muestran precipitados en la superficie tratada del disco de titanio. 
La vista general da la impresión de recubrimiento sobre toda la superficie, lo cual es 
confirmado por la vista al detalle. Sin embargo la Fig. 4.4-4.a) muestra claramente que el 
precipitado tiene mucha rugosidad, porosidad y que no es uniforme. Además, puede 
constatarse que la capa obtenida es muy consistente, y con la ayuda de la Fig. 4.4-5.b) que 
la estructura cristalográfica del precipitado parece ser hexagonal compacta, es decir, la del 
óxido de cinc. En efecto se puede observar que el precipitado ha crecido en forma de agujas 
parecidas a cilindros de base hexagonal. Este último comentario ha sido confirmado 
posteriormente con la ayuda de la difracción de rayos X. 
 
 
 
Vista general (500x) 
a) Vista al detalle 1 (10000x) b) Vista al detalle 2 (50000x) 
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- Ti tratado con el Electrolito 1 en las condiciones C3 
  
 
Fig. 4.4-6 Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido de las muestras tratadas 
Las imágenes muestran precipitados en la superficie tratada del disco de titanio. 
La vista general da la impresión de un recubrimiento por toda la superficie pero la vista al 
detalle contradice esa afirmación. En efecto hay algunas partes donde no hay ningún 
precipitado y no es uniforme. Además, es rugoso y no posee una capa consistente. 
- Ti tratado con el Electrolito 1 en las condiciones C4 
  
 
Fig. 4.4-7 Imágenes obtenidas por microscopia electrónica de barrido de las muestras tratadas 
Las imágenes muestran precipitados en la superficie tratada del disco de titanio. 
La vista general deja ver la presencia del recubriendo por toda la superficie, que éste es 
rugoso y poroso. Además, la vista al detalle confirma que la capa obtenida tiene porosidad 
así que la cantidad de precipitados no es uniforme. 
Vista general (500x) Vista al detalle (10000x) 
Vista general (64x) Vista al detalle (10000x) 
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Fig. 4.4-8 Imagen de la zona estudiada y espectro de masas obtenido a partir de EDS del titanio 
tratado en las condiciones C1 
Durante el EDS, ha sido detectado oxígeno. Los resultados obtenidos en la difracción de 
rayos X ayudan a afirmar que corresponde a contaminación atmosférica y al óxido de cinc.  
La presencia de fósforo, potasio y calcio es debida al hecho que la muestra estudiada ha 
sido utilizada previamente en un ensayo de adhesión bacteriana. 
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La caracterización superficial por SEM permite obtener varias conclusiones: 
- Los resultados obtenidos en las condiciones C1 y C3 son parecidos entre ellos. 
 
- Los resultados obtenidos en las condiciones C2 y C4 son parecidos entre ellos. 
 
- Sea cual sea las condiciones de tratamiento los precipitados depositados sobre la 
superficie de titanio no es uniforme. 
 
- El trabajar a temperatura hace que los resultados obtenidos sean diferentes: en el 
caso de un tratamiento con una temperatura de 78°C se obtiene un precipitado 
mucho más consistente que recubre toda la superficie tratada. 
  
- El tiempo hace que los resultados obtenidos sean diferentes: en el caso de un 
tratamiento con una temperatura a 78°C se obtiene una cantidad de precipitados 
mayor para el tratamiento más largo. En el caso de un tratamiento con una 
temperatura a 20°C no se notan diferencias sobre la cantidad de precipitados sea 
cual sea el tiempo del tratamiento. 
 
- Los resultados obtenidos son reproducibles: fueron analizadas tres muestras por 
cada tipo de condición de estudio y se obtuvieron resultados parecidos en las tres 
réplicas.  
 
4.4.5.- DIFRACCIÓN DE RAYOS X 
En la siguiente figura son mostrados los resultados de la cristalografía de rayos X por cada 
tipo de muestra estudiada: 
 
Fig. 4.4-9 Espectros obtenidos mediante la difracción por rayos X de las muestras de estudio. 
Las diferencias entre C4 y C4P son pequeñas.  
Tratamiento de superficie de titanio con propiedades antibacterianas para aplicaciones biomédicas  Pág. 55
  
 
 
 
Los resultados obtenidos confirman que los precipitados obtenidos en la superficie de las 
muestras son de óxido de cinc, apareciendo los correspondientes picos en las muestras C4 
y C4P. Por lo tanto, puede confirmarse que los precipitados observados por el SEM 
corresponden a óxido de cinc ya que poseen una estructura hexagonal compacta de tipo 
wurzxita.  
Han sido hallados también los diferentes picos de Titanio-α que tiene una estructura 
hexagonal compacta. No obstante, no han sido detectados los picos correspondientes a 
óxido de titanio (TiO2)  lo cual es debido a que la capa es lo suficientemente fina como para 
no ser detectada, o que durante el tratamiento realizado ha sido eliminada.   
4.5.- ESTUDIO BATERIOLÓGICO 
Para poder realizar el ensayo de adhesión bacteriana, fue preparado el inóculo de bacterias.  
 
Fig. 4.5-1 Inoculo y medio. A la derecha se puede observar medio solo, y a la izquierda inoculo 
que ha crecido overnight. 
Una vez el inóculo ha crecido en líquido, se ha llevado a una absorbancia de 0.2 en 
espectrofotómetro a la longitud de onda de 682nm. 
 
Fig. 4.5-2 Medida de la absorbancia mediante un espectrofotómetro. 
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4.5.1.- MORFOLOGÍA BACTERIANA 
Después de las dos horas de incubación se puede observar la morfología de las bacterias 
fijadas a la superficie del titanio. 
Las cepas de estudio presentan morfología diferente siendo el S.sanguinis más globular que 
L.salivarius tal y como muestran la figura siguiente: 
 
Fig. 4.5-3 Imágenes de SEM de S.sanguinis (izquierda) y de L.salivarius (derecha) obtenidas 
por SEM después de 2 horas de incubación a 37°C sobre muestras de titanio. 
 
Hay mayor cantidad de L.salivarius que de S.sanguinis sobre la superficie del titanio. Este 
hecho es debido a: 
- El inóculo de L.salivarius tiene mayor cantidad de bacterias que el inóculo de 
S.sanguinis 
 
- El metabolismo de L.salivarius es más rápido que el metabolismo de S.sanguinis 
 
4.5.2.- ENSAYO DE ADHESIÓN BACTERIANA 
Ambas cepas bacterianas presentan menor adhesión bacteriana sobre las muestras 
tratadas. 
- Adhesión bacteriana con L.salivarius: 
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Fig. 4.5-4 Adhesión bacteriana de L.salivarius sobre cada muestra de estudio. 
Se mide una reducción estadísticamente significativa de adhesión bacteriana en las 
muestras a donde ha sido incorporado cinc, a excepción del tratamiento en las condiciones 
C4. Este hecho puede explicarse por el aumento de la rugosidad de la muestra debido a la 
presencia del precipitado, ya que de esta manera aumenta la superficie del material y por lo 
tanto las bacterias podrán fijarse mejor. 
La mayor reducción en adhesión bacteriana la ha dado la condición C3.  
- Adhesión bacteriana con S.sanguinis: 
 
Fig. 4.5-5 Adhesión bacteriana de S.sanguinis sobre cada muestra de estudio 
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Se nota también una reducción de adhesión bacteriana en las muestras a donde ha sido 
incorporado cinc y se confirma que las condiciones de trabajo C3 dan la mejor respuesta 
antibacteriana. 
Es importante comentar que la condición C3 no presenta el óxido de cinc en forma de capa, 
y por ello su menor rugosidad no aumentando tanto la superficie del material que llegan a 
ver las bacterias.  
El estudio estadístico confirma que existen diferencias significativas para un nivel de 
confianza del 95% entre la muestra tratada en las condiciones C3 y la muestra sin tratar. 
4.6.- ESTUDIO CELULAR 
Los resultados obtenidos sobre la citotoxicidad de la muestra son presentados a 
continuación: 
 
La presencia de cinc parece ejerce un efecto citotóxico sobre las células impidiendo su 
crecimiento. Podría decirse que el efecto citotóxico tiene lugar a partir de los tres días, 
observándose una disminución en el número de fibroblastos en la muestra tratada.  
Dicho fenómeno puede explicarse por el hecho de que el cinc es capaz de reaccionar con 
los oxígenos del medio de manera que genera peróxidos, destruyendo éstos últimos la 
membrana biológica. Tampoco es descartable un artefacto experimental en los resultados 
obtenidos, que no han podido ser reproducidos por falta de tiempo al momento de redactar 
esta memoria.  
Fig. 4.6-1 Ensayo de citotoxicidad mediante la actividad de LDH a 4 horas, 1 día, 3 días y 7 
días después del sembrado de las superficies de las muestras de estudio. 
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CONCLUSIONES GENERALES 
Como presentado anteriormente el reemplazo de piezas dentales se lleva a cabo 
mayoritariamente con implantes dentales del tipo endoóseo de titanio comercialmente puro. 
A pesar de su elevada tasa de éxito, existen problemas de fracaso de los mismos. 
Unos de estos problemas son las infecciones sufridas en los implantes dentales y a fin de 
eliminar las ha sido estudiado en el presente proyecto dos tratamientos de deposición 
superficial de un agente antimicrobiano como es el óxido de cinc. 
El primer tratamiento superficial escogido consiste en un anodizado del disco de titanio 
cuyos electrolitos de trabajo están constituidos por un sal de cinc. No ha sido posible 
obtener un depósito de óxido de cinc a la superficie de las muestras tratadas por 
anodización, como lo ha confirmado el análisis por ToF-SIMS. 
Un segundo tipo de tratamiento superficial, la electrodeposición catódica cuyo electrolito de 
trabajo está constituido de una disolución de nitrato de cinc en agua destilada que ha 
permitido depositar una capa de óxido de cinc en el titanio. 
Ha sido posible observar los diferentes tipos de depósitos obtenidos en cada condición de 
trabajo gracias a un análisis mediante la microscopia electrónica de barrido y detectar la 
presencia de cinc y oxígeno en la superficie de los discos tratados con la ayuda de la 
energía dispersiva de rayos X (EDS). La difracción de rayos X ha corroborado la presencia 
de óxido de cinc en la superficie de los discos de titanio tratados. 
Los resultados del análisis de hidrofilicidad permiten decir que el tratamiento superficial no 
influye sobre el ángulo de contacto ya que no se puede observar diferencias significativas 
entre los valores obtenidos para el titanio sin tratar (titanio comercialmente puro grado 2) y 
los del titanio tratado. 
También ha sido realizada una cuantificación de la rugosidad de la superficie de las 
muestras con la ayuda de la microscopía óptica interferométrica  ya que es un factor que 
influye en la adhesión bacteriana y la generación de infecciones. Ha sido obtenido un rango 
de valores de rugosidad de la superficie de los discos de titanio tratados yendo de 0,1 a 1,8 
micrómetros de media, dependiendo de las condiciones del tratamiento.  
Los ensayos de adhesión bacteriana con los dos tipos de cepas, Streptococcus Sanguinis y 
Lactobacillus Salivarius, han confirmado las propiedades antimicrobianas del depósito de 
óxido de cinc ya que se ha medido una reducción estadísticamente significativa de la 
adhesión bacteriana sobre la superficie de las muestras tratadas, el mejor resultado 
habiendo obtenido con muestras tratadas en las condiciones de trabajo C3. 
Se ha observado que el depósito de óxido de cinc ejerce un efecto citotoxico a partir de 3 
días sobre las células impidiendo su crecimiento, ya que se observa una disminución del 
número de fibroblastos a partir de 72 horas (está pendiente una confirmación de estos 
resultados).  
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IMPACTO ECONÓMICO 
En el actual capítulo se agrupan los costes del proyecto principalmente por estudio realizado 
pudiendo englobar varios ensayos. En éstos son considerados los reactivos específicos, los 
equipos utilizados y el personal necesario para llevarlo a cabo.  
Se ha elaborado una tabla la cual engloba el material básico tanto del laboratorio como de 
oficina además de otras actividades como es la formación del problema entre muchas otras.  
Las tablas correspondientes a la materia prima, el pulido y la limpieza de las muestras 
contabilizado el utilizado durante todo el proyecto por lo que no se vuelve a contabilizar en 
ningún otro apartado.  
Los costes del personal se han calculado según el precio por hora, considerando que el 
coste de un ingeniero junior es de 20 €/h (es considerado el sueldo junto con la cuota 
patronal)  
El valor de los reactivo utilizados viene dado en €/volumen o €/masa según sea el estado del 
producto líquido o sólido una vez ha sido comprado.  
A continuación se presentan las tablas con los costes del proyecto detallados. 
Materia Prima 
Conceptos  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Barra de titanio de metro y 
medio de longitud y 10 mm 
de ancho  
0,5 ud.  368,45 €/barra  184,23  
Coste total asociado a la materia prima  184,23  
Tabla 4.6-1 Costes asociados a la materia primera. 
Preparación de  Muestras 
Conceptos  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Material  
Disco abrasivo de carburo de 
silicio de 23 cm de diámetro  
1 ud.  25,70 €/ud.  25,70  
Disco de polvo de diamante 
de 125 mm de diámetro y 0,4 
m de espesor.  
1 ud.  248,67 €/ud.  248,67  
Paños de carburo de silicio de 
305 mm de diámetro:  
P240  
P320 
P400  
P600 
P800  
P1200 
P2500  
P4000  
 
 
2 uds.  
2 uds.  
2 uds.  
2 uds.  
2 uds.  
2 uds. 
2 uds. 
2 uds. 
 
 
14,75 €/ud.  
14,75 €/ud.  
14,75 €/ud.  
14,75 €/ud. 
14,75 €/ud. 
17,9 €/ud. 
17,9 €/ud.  
17,9 €/ud.  
 
 
29,50  
29,50  
29,50  
29,50 
29,50 
35,80 
35,80  
35,80  
Paños de terciopelo de 305 
mm  
1 uds.  37,82 €/ud.  37,82  
Sílica coloidal  ½ L  161 €/L  80,50  
Superglue  3 uds.  3’65 €/ud.  10,95  
Equipo  
Cortadora refrigerada Leco 
CM-12  
20 min  15 €/h  5,00  
Esmeriladora Formis 1CV  5 min  5 €/h  0,41  
Cortadora Struers Accutom- 10 h  20 €/h  400,00  
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50  
Pulidora automática Buehler  4 h  30 €/h  120,00  
Personal  
Corte del cilindro a segmentos  20 min  20 €/h  6,67  
Corte a discos de 2 mm de 
grosor  
20 h  20 €/h  400,00  
Pulido automático  4 h  20 €/h  80,00  
Coste total asociado a la preparación de las 
muestras  
1670,62 
Tabla 4.6-2 Costes asociados a la preparación de las muestras. 
Limpieza de Muestras 
Conceptos  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Material  
Acetona  1 L  16,65 €/L  16,65  
Etanol  0,5 L  25,5 €/L  12,75  
Isopropanol  0,5 L  23,29 €/L  11,65  
Personal  
Limpieza de muestras  15 h  20 €/h  300,00  
Coste total asociado a la limpieza de las muestras  341,05 
Tabla 4.6-3 Costes asociados a la limpieza de las muestras. 
Electrodeposición catódica y Anodización 
Conceptos  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Material  
nitrato de cinc hexahidratado  40 g  20,50 €/100g  8,20  
nitrato de calcio 
tetrahidratado  
14,28 g  8,74 €/100g  1,25  
cloruro de cinc 180g 579,00 €/100g 1042,00 
EDTA 700g 21,70 €/100g 151,90 
Equipo  
Potenciostato Parstat 2273 100 h  8,16 €/h  816,00  
Personal  
Preparación de las muestras  5 h  20 €/h  100,00  
Ensayos con Potenciostato 100h 20€/h 2000,00 
Coste total asociado a los ensayos de 
electrodeposición catódica y anodización 
4119,35 
Tabla 4.6-4 Costes asociados a los ensayos de electrodeposición catódica y de anodización. 
Caracterización superficial 
Concepto  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Equipo  
Microscopio interferométrico  1 h 35,00 €/h  35,00  
Ángulo de contacto (incluye 
líquidos)  
2 h 35,00 €/h  70,00  
Microscopio electrónico de 
barrido 
10 h 48,00 €/h 480,00 
ToF-SIMS 3 muestras 49,00 €/muestra 147,00 
DRX 3 muestras 40,00 €/muestra 120,00 
Personal  
Interferómetro  1 h 20,00 €/h  20,00  
Ángulo de contacto  2 h 20,00 €/h  40,00  
Microscopio electrónico de 
barrido 
10 h 20,00 €/h 200,00 
Análisis de los resultados  4 h 20,00 €/h  80,00  
Coste asociado a la caracterización superficial  1192,00  
Tabla 4.6-5 Costes asociados a la caracterización superficial. 
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Estudio biológico 
Concepto  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Material  
Human foreskin fibroblast  1 ud.  419,00 €/ud.  419,00  
DMEM  100 mL 40,40 €/L 4,40 
FBS  10 mL 88,40 €/L 0,884 
L-glutamina  1 mL 338,00 €/L  0,338 
Penicilina-estreptomicina  1 mL 120,00 €/L 0,12  
PBS  0,02 ud.  141,00 €/ud.  2,82  
Etanol 0.75 L  25,50 €/L  19,125 
Placa de cultivo 96 pocillos  1 ud.  7,64 €/ud.  7,64  
Kit citotoxicidad LDH  1/2000 ud.  600,70 €/ud.  0,30 
L. salivarius CECT4063  1 cepa  45,00 €/cepa  45,00  
S. sanguinis CCUG17826  1 cepa  117,00 €/cepa  117,00  
Medio cultivo S. sanguinis Tod 
Hewitt  
60g  94,40 €/kg  5,66 
Medio cultivo L. salivarius 
MRS  
80g  94,40 €/kg  7,55 
Agar para microbiología  90g 129,76 €/kg  11,68 
Equipo  
Cabina bacterias  18 h  10,00 €/h  180,00  
Espectrofotómetro  10 min  7,64 €/h  1,27  
Personal  
Citotoxicidad  6 h  20,00 €/h  120,00  
Adhesión Bacteriana 15 h  20,00 €/h  300,00  
Análisis de los resultados  6 h  20,00 €/h  120,00  
Coste asociado al estudio biológico 2103,13 
Tabla 4.6-6 Costes asociados al estudio biológico. 
Varios costes 
Conceptos  Cantidad  Precio  Coste (€)  
Material  
Material oficina  300,00  
Varios de laboratorio (guantes, pipetas, cajas…) 600,00  
Personal  
Búsqueda bibliográfica  20 h  20 €/h  400,00  
Dedicación de tutores  25 h  90 €/h  2250,00  
Elaboración de la memoria  120 h  20 €/h  2400,00  
Coste total asociado a varios  5950,00  
Tabla 4.6-7 Costes asociados a varios. 
Coste experimental total sin I.V.A 
Conceptos  Total (€)  
Coste total asociado a la materia prima  184,23  
Coste total asociado a la preparación de las muestras  1670,62 
Coste total asociado a la limpieza de las muestras  341,05 
Coste total asociado a los ensayos de electrodeposición catódica 
y anodización 
4119,35  
Coste total asociado a  la caracterización superficial  1192,00  
Coste total asociado al estudio biológico 2103,13 
Coste total asociado a varios  5950,00  
Coste total experimental sin I.V.A  15560,38 
Tabla 4.6-8 Coste total experimental sin I.V.A 
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Coste experimental total con I.V.A 
Conceptos  Total (€)  
Coste total experimental  15560,38 
Gastos generales (10 % del Coste total experimental)  1556,04  
Seguridad e higiene laboral (3 % del Coste total 
experimental)  
466,81 
Mermas (10% del Coste total experimental)  1556,04  
Subtotal  19139,27 
16 % I.V.A  3062,28 
TOTAL I.V.A incluido  22201,55 
Tabla 4.6-9 Coste total experimental con I.V.A 
El coste total del proyecto asciende a 22202 euros de los cuales 15560 euros corresponden 
al coste experimental, 1556 euros a gastos generales, 467 euros a seguridad e higiene 
laboral y 1556 euros a material desperdiciado (mermas). 
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IMPACTO MEDIAMBIENTAL 
El impacto ambiental del proyecto se ha tenido en cuenta en todo momento intentando de 
minimizarlo en gran medida. Por ello, muchos de los reactivos utilizados a pesar de ser 
usados en pequeñas cantidades han sido tratados y utilizados de una manera amiga con el 
medioambiente.  
La legislación actual no permite verter al alcantarillado municipal materias o productos de 
uso doméstico, industrial, sanitario, tóxico, peligroso o radioactivo. Deben de realizarse una 
gestión de residuos eficaz que evite su vertido incontrolado.  
GESTIÓN DE RESIDUOS  
En el laboratorio de Biomateriales de la Escuela técnica Superior de Ingeniería Industrial 
existe un protocolo de gestión de residuos a seguir. 
En el laboratorio de Biomateriales se llevado a cabo tan solo la preparación de las muestras. 
En dicho centro se trabaja únicamente con residuos químicos los cuales son envasados 
según su composición existiendo diversos recipientes para su almacenaje. Su localización 
en el laboratorio es estratégica, encontrándose en puntos cercanos a donde los residuos 
son utilizados. Dependiendo del residuo a desechar los envases tendrán una capacidad u 
otra y estarán bien identificados según:  
- Residuos ácidos: envase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
- Residuos básicos: envase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
- Residuos sólidos con mercurio: envase de PP con capacidad de 10 litros y boca ancha.  
- Agua con mercurio: envase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
- Residuos sólidos sin mercurio: envase de PP con capacidad de 10 litros y boca ancha.  
- Residuos sólidos metálicos: envase de PP con capacidad de ½ litro de residuos.  
- Residuos sólidos: envase de PP con capacidad de 5 litros y boca ancha.  
- Disolventes: envase de PP con capacidad de 10 litros de residuos.  
Una vez el recipiente ha sido llenado completamente es almacenado en un armario de 
seguridad. ECOCAT es una empresa que se dedica a gestionar residuos peligrosos a nivel 
nacional al igual que su posterior tratamiento siendo ésta la encargada de recoger los 
residuos generados en el laboratorio cada 6 meses. 
CONTAMINACIÓN ASOCIADA A LOS MATERIALES EMPLEADOS PARA LA 
PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 
En el desbaste de las muestras es prácticamente imposible evitar la pérdida de agua y 
contaminar el agua residual con las partículas de titanio resultantes del pulido. No obstante 
se ha de pensar que la cantidad del metal abocado es ínfimo ya que el desbaste tan solo 
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reduce el grosor de la muestra en el orden de algunas micras. Por parte del agua, siempre 
se ha intentado de consumir la cantidad justa y necesaria.  
Para poder conseguir el efecto espejo deseado sobre la superficie de las probetas se ha 
utilizado sílica coloidal. Este solución no ha podido ser rescatada una vez ha sido utilizada 
acabando en el alcantarillado. Es importante decir que la cantidad de producto es pequeña y 
debe de comentarse que está altamente diluida y aún se diluye más en contacto con el agua 
utilizada para pulir.  
Durante la limpieza de los discos de titanio se utilizan una serie de disolventes que una vez 
utilizados son vertidos en los recipientes respectivos. En este caso ha correspondido al 
recipiente de disoluciones situado en el laboratorio de biomateriales. 
CONTAMINACIÓN ASOCIADA A LAS TÉCNICAS EMPLEADAS  
Principalmente los equipos utilizados han consumido electricidad. Se desconoce la 
procedencia de ésta por lo que cuantificar su impacto sobre el medioambiente es imposible. 
De todas maneras se ha intentado consumir la menor cantidad posible.  
Durante el proceso de pulido ha habido un consumo de agua abundante ya que la técnica lo 
precisaba. De todas maneras se ha intentado de consumir lo necesario, no más.  
La técnica de ToF-SIMS ha sido realizada por técnicos especializados. Cumplir las normas 
dictadas por la legislación a lo que a la gestión de residuos hace referencia ha sido 
satisfecho por la plataforma respectiva.  
OTROS IMPACTOS  
En todo momento ha habido un uso racional de papel evitando impresiones innecesarias. 
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